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Tetraoxy-norsterocholansdure aus der ,,Gigi“-Fischgalle 
(Pelteobagrus nudiceps) 


Von 


Kozo Ohta 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9, Marz 1939) 


Um den Bildungschemismus der einzelnen Gallensiiuren im 
Organismus und den Zusammenhang zwischen Nahrungsbestand- 
tellen und Gallensiuren festzustellen, wurde die Galle verschie- 
dener Tiere im hiesigen Institut untersucht. 

Was die Gallensiure der verschiedenen Fischarten betrifft, 
so ist festgestellt, daB in der Galle der Knochenfische *) Cholsiiure 
und Chenodesoxycholsiure mit Taurin gekuppelt vorkommen und 
da’ dabei entweder Cholsiiure oder Chenodesoxycholsiure vor- 


herrscht. 


1) Knochenfische: 





Cyprinus Carpis . . 





(Karpfen) 
Carassius Auratus . 
(Funa-Fiseh) 
Parasilurus asotus . . 
(Namazu-Fisch) 


Auguilla Japonica . 
(Aal) 
Plecoglossus Altivelis 
(Ayu-Fisch) 
Salmo milkschish Walbaum 
(Lachsforelle) 


Mugil Cephalus Linne . . 
(Mugil) 


Seriora Quingueradiata . . 
(Buri-Fisch) 

Muraenesox Cinereus. . . 
(Hamo-Fisch) 
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T.Hatakeyamau.T.Okamura, 


J. of Biochem. 9, 333 (1928). 
T.Hatakeyamau.T.Okamura, 
J. of Biochem. 9, 333 (1928). 
K. Takahashi u. T. Mori, im 

Druck. 

T.Hatakeyamau.T.Okamura, 
J. of Biochem. 9, 383 (1928). 

T. Kobayashi, Okayama-Igak- 
kai-Zasshi Nr. 449, 8.923 (1927). 

T. Fukui, Arb, med. Fak. Oka- 
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K. Watanabe, J. of Biochem. 
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S. Ikoma, J. of Biochem. 7, 205 
(1927). 

T. Hosokawa, Okayama- Igak- 
kai-Zasshi Nr. 446, 8.331 (1927). 
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Kozo Ohta, 


In der Galle der Knorpelfische, wie z. B. des Haifisches2 
und des Dasyatis Akajei*), kommen @-Scymnolschwefelsiiure und 
Cholsiure vor, von denen die erstere als eine Zwischenstute 
zwischen Gallensiuren und Sterinen angesehen wird. 











Pagrosomus major . 


(Tai-Fisch) 


Sparus Macrocephalus 


(Kurodai-Fisch) 


Scomberomorus Niphonius 
(Sawara- Fisch) 


Anago Anago . 
(Anago-Fisch) 


Tetraodon Porphyleus Sieb 


(Fugu-Fisch) 


Gadus macrocephalus Tile- 


sius (Dorsch) 


Theragra choleogramma 


(Suketo-Fisch) 
Xiphias gladius 
(Mekaziki-Fisch) 


Siganus fuscescens Hauttyn 


(Aigo-Fisch) 


*Engraulis japonicus 


(Lwashi-Fisch) 


Paralichthys olivaceus 


(Hirame-Fisch) 
Nibea Mitsukurii . 
(Nibe-Fisch) 


Sabastodes inermis. 


(Mebaru-Fisch) 


Monacunthus ecirrhifer 


(Kawahagi-Fisch) 


*Sebastodes Matsubarae . 


(Ako-Fisch) 


Euthynnus Pelamis 
(Katuwo-Fisch) 


Beisuke-Fisch . 


Thynnus thynnus 
(Maguro-Fisch) 
Steroleis ishinagi 
(Ishinagi-Fisch) 
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*) O. Hammarsten, Diese Z. 24, 322 (1898); S. Oikawa, J. of 
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In der vorliegenden Arbeit habe ich mich mit der Unter- 
suchung der ,,Gigi“-Fischgalle beschiftigt und habe daraus eine 
Siure von der Formel C,,H,,O, (C,,H,,0,) gewonnen, die als 
eine ie ee von 7-Dehydrocholesterin zu einer Iso-chol- 


siure*) C,,H,,O, anzusehen sein diirfte, ferner eine kleine Menge 


Cholsiure. 

Die neue Séure enthialt vier sekundiire Alkoholgruppen, von 
denen drei héchstwahrscheinlich im Ring und eine in der Seiten- 
kette liegen. Ich méchte die neue Siure als Derivat einer Nor- 
sterocholansiure C,,H,,O, auffassen und sie als Tetraoxy-nor- 
sterocholansiure bezeichnen, weil sie die gleiche Kohlenstoftzahl 
wie die Sterine bzw. 7-Dehydrocholesterin aufweist und zugleich 
der 'T'rioxy-bufo-sterocholansiure * ') von der Formel C,,H,,0O, nahe 
steht. Die neue Siure kénnte ein Abbauprodukt des 7-Dehydro- 
cholesterins sein. Die aus Aceton in Nadeln krystallisierende Siure 
ist gesiittigt und addiert kein Brom. 

Die Tetraoxy-norsterocholansiure li8t sich durch vorsichtige 
Behandlung mit Chromsiure zu zwei verschiedenen T'riketosiiuren 
von der Formel C,,H,,0, oxydieren, von denen die eine, die 
a-Triketosiure, bei 198° schmilzt; die andere schmilzt bei 234° 
und wird als f-Triketosiiure bezeichnet, weil die «-Triketosiure 
durch Kochen mit Sodalésung in f-Triketosiure umgelagert wird. 


Der Methylester der beiden Triketosauren liefert mit Hydroxyl- 
aminchlorhydrat und Natriumacetat ein Trioxim. — Die Triketo- 
siuren zeigen mit Pikrinsiure Jaffesche Reaktion. 


Die a-Triketosiure wird durch Reduktion nach Clemmensen, 
unter Reduktion der 3 Ketogruppen zu Methylengruppen, in die 
bekannte Allocholansiure iibergefiihrt, die als Methyl- und Propyl- 
ester identifiziert wurde. Bei vorsichtiger Oxydation der T'etraoxy- 
norsterocholansiure in Acetonlésung mit Kaliumpermanganat wurde 
eine Trioxycholansiure von der Formel C,,H,,O, erhalten, die 
aus Kssigither in Nadeln krystallisiert, und die sich bei der 
Liebermannschen Reaktion anfangs tief violett, dann briunlich 
Violett farbt. Ich méchte diese Trioxysiure als Derivat der Cholan- 
siure auffassen und sie als Isocholsiure bezeichnen. 


*) Obwohl diese Iso-cholsiiure noch nicht in der Galle gefunden 
wurde, scheint sie doch in der Natur vorzukommen, wo sie unter Reduktion 
in Desoxycholsiure oder Hyodesoxycholsiure iibergefiihrt wird. 

_ __ ‘) T. Shimizu u. T. Oda, Diese Z. 227, 74 (1934); T. Shimizu u. 
'. Kazuno, Diese Z. 239, 67 (1936). 
5* 








Kozo Ohta, 


Die Tatsache, daB die Tetraoxy-norsterocholansiure bei de; 
Oxydation mit Chromsiure leicht eine a«- und #-Triketosiiure 
liefert, von denen die erstere sich in die $-Saiure umlagern lift 
und bei der Clemmensenschen Reduktion Allocholansiure «i}t. 
spricht fiir die Gegenwart einer sekundiren Alkoholgruppe in der 
Stellung an ©, des Ringes B wie bei der Hyodesoxycholsiiure 
und zeigt weiter, daB die T’etraoxy-norsterocholansiure ein Cholan- 
siiurederivat ist. 

Die positive Pikrinsiiure-Alkali-Reaktion der beiden Triketo- 
siuren nach Jaffe spricht fiir die Gegenwart einer sekundiirey 
Alkoholgruppe in der Stellung am C, im Ring A des Molekiils. 
Die Ergebnisse, nach denen die T'etraoxy-norsterocholansiure |e; 
der Oxydation mit Chromsiiure leicht @- und f#-Triketosiiure yon 
24 Kohlenstoffatomen und mit Kaliumpermanganat leicht eine 
‘Trioxycholansaiure liefert, machen es wahrscheinlich, daB die eine 
sekundiire Alkoholgruppe in der Seitenkette in f-Stellung zu 
Carboxylgruppe vorliegt. 

Die Tetraoxy-norsterocholansiiure zeigt auch eine positive 
Hammarstensche Reaktion, was die Gegenwart der drei sekun- 
diren Alkoholgruppen in fier Stellung C,, C, und C,, wahrschein- 
lich macht. Fir diese Reaktion soll nag Yamasaki! 5) die An- 
wesenheit einer sekundéren Alkoholgruppe an C,, C,, und (, 
oder einer Doppelbindung im Ring B des Gallensiuremolekiis 
notwendig sein. Da Tetraoxy-norsterocholanséure und Isochol- 
| siiure eine positive Hammarstensche Reaktion zeigen, so miissen 
diese beiden Siuren auBer den Alkoholgruppen an C,, C,, aucl 
noch eine OH-Gruppe an C, oder ©, tragen, allerdings ist die 
Stellung der OH-Gruppe an C,, im Molekiil der Isocholsiure 
noch nicht mit Sicherheit festgestellt. 

Ich méchte fir die Tetraoxy-norsterocholansiure vorliutig 
das folgende Strukturbild in EKrwigung ziehen. 


HO CH, OH CH, 
| CH, , N Y | ; , 1 
Pe CH-—-CH,—CH,—CH— CH—COO0H 
12 NF me 
CH, | 
a ie il 
HO- | 
“er 
: | 
HO 


J. of Biochem. 18, 311 (1938). 
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Zur besseren Ubersicht ist der Gehalt an Gallensiiuren in 
der_,,Gigi*-Fischgalle tabellarisch zusammengestellt. 























Gallen- Chsdione Tetraoxy- _ 
menge norsterocholansiure 
ecm g | . a g 4? 
Wintergalle .... 90 0,23 0,3 0,3 0,33 
Sommergalle. . . . 170 0,17 0,1 1,88 1,11 


Experimenteller Teil 


9800 Gallenblasen des ,,Gigi“-Fisches aus dem Biwa-See in 
der Gegend Ohtsu, Japan, wurden gesammelt und in Alkohol 
aufbewahrt. Die Gallenblase des ,,Gigi“-Fisches ist linsengroB, 
rundlich und enthilt 0,1—0,15 ccm einer zi&hen, blaugriinen, 
schwach alkalischen, fischartig riechenden Fliissigkeit. 

Ungefihr 90 ccm mucinfreier Wintergalle des ,,Gigi‘-Fisches 
wurden mit 1°/,iger Kalilauge im Autoklav bei 135° 15 Stunden 
lang hydrolysiert, ausgeiithert, um das Cholesterin und Fett zu ent- 
fernen, und dann mit verdiinnter Salzsiure vollstindig ausgefiallt. 

Der dabei entstehende Niederschlag wurde abfiltriert (das 
Filtrat fir die Darstellung des Taurins aufbewahrt), in verdiinntem 
Alkohol gelést und mit Petrolither durchgeschiittelt, um die 
fettige Substanz zu entfernen. 

Die Liésung wurde durch Abdampfen von den Lésungsmitteln 
befreit, in Sodalésung aufgenommen und wieder unter Ansiuerung 
mit verdiinnter Salzsiiure erschépfend ausgeiithert. Der Atherauszug 
wurde abgedampft, unter Erwirmung in Ammoniak gelist, mit einer 
10°/,igen Bariumchloridlésung gefallt und von der Fallung abfiltriert. 

i. Cholsiure. Das ammoniakalische Filtrat wurde mit ver- 
diinnter Salzsiure ausgefillt, die Fiallung abgesaugt und gut ge- 
trocknet. Diese Fiallung wurde aus Essigester umkrystallisiert, 
wobei sich sternfoérmig angeordnete Nadeln abschieden. Die 
Krystalle wurden aus Alkohol~Wasser mehrmals umkrystallisiert. 
Tetraeder vom Schmelzp. 197—198° Ausbeute 0,23 g (0,17 g 
aus 170 com Sommergalle). 

Die Siure zeigt Myliussche und Hammarstensche Reak- 
tion. Bei der Mischprobe mit reiner Cholsiiure zeigt sie keine 
Schmelzpunktsdepression. 

Spezifische Drehung. 0,059 g Subst. in 5ecm absolutem Alkohol,/ = 1dm; 


= + 0,44 [n]j! = + 87,29°. 








Kozo Ohta, 


4,385, 4,390 mg Subst.: 11,270, 11,280 mg CO,, 3,825, 3,830 mg H,0 


Cy4H 9; Ber. C 70,53 H 9,87 
Gef. ,, 70,09, 70,08  ,, 9,76, 9,76. 































Der in iiblicher Weise bereitete Athylester der Saure krystalli- 
siert in Nadeln vom Schmelzp. 160° und zeigt mit reinem Chol. 
siureithylester keine Schmelzpunktsdepression. 


2. Tetraoxy-norsterocholansiure. Die Bariumfallung wurde 
durch Behandlung mit Soda in das Natriumsalz verwandelt und 
die sodaalkalische Liésung nach Ansiuern mit verdiinnter Salv. 
siiure wiederholt ausgeiithert. Die vereinigten Atherausziige wurden 
mit Wasser gewaschen und bei Zimmertemperatur verdunsten ge. 
lassen, wobei sich eine amorphe Masse abschied. Diese Masse 
wurde in Aceton gelést und krystallisierte beim Abdunsten. Die 
aus Wasser—Alkohol mehrmals umkrystallisierten Nadeln schmolzen 
bei 212—214°. Ausbeute 0,3 g (1,88 g aus 170 com Sommergalle’, 

In Alkohol, Eisessig und Aceton ist die Saure leicht léslich, 
etwas schwerer in Essigester, schwer in Ather und Benzol, w.- 
léslich in Wasser. Die Siure schmeckt bittersi8 und zeigt: 
Hammarstensche Reaktion. Bei der Liebermannschen Reak- 
tion firbt sie sich anfangs gelb, dann aber sofort karminrot. Sie 
addiert kein Brom. 

Spezifische Drehung. 0,0514 g Subst. in 5cem absolutem Alkobol,/ = 1 din: 

ao = + 0,28; [a ]85 = + 27,24°. 

Titration: 73,2 mg Subst. verbrauchten 1,68 cem n/10-NaOH. 

Aquivalent fiir C,,H,,C,; | Ber. 466,37 
C.,H 430, 5, 480,38 Gef. 435,71. 

Molekulargewichtsbestimmung nach Rast. 0,010 g Subst. in 0,2037 ¢ 
Campher: 4 = 4,5°, Mol.-Gew. = 436,38. 

4,070, 4,045 mg Subst.: 10,385, 10,330 mg CO,, 3,605, 3,595 mg H,0. 

C,;H,.0, Ber. C 69,47 H 9,94 
C,,H,.0; % 5, 69,04 5, 10,07 
Gef. ,, 69,59, 69,65 ,, 9,91, 9,94. 

_ Tetraoxy-norsterocholansiure-methylester. Die Siure wurde 
in Ather mit Diazomethan verestert; der Ester wurde aus Methanol um- 
krystallisiert. Prismen vom Schmelzp. 204°. 

3,140, 3,665 mg Subst.: 8,090, 9,410 mg CO,, 2,760, 3,120 mg H,0. 

C,.H,,0, Ber. C 69,94 H 10,07 
C3 9H50, ” ” 70,39 ” 10,19 
Gef. ,, 70,27, 70,02 ,, 9,88, 9,52. 

Tetraoxy-norsterocholansiure-ithylester. Die Séure wurde 

in Alkohol unter Zusatz von einigen Tropfen konzentrierter Schwefelsaure 
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yerestert. Der erhaltene Ester ist leicht léslich in Alkohol und Essigester. 
Aus der letzteren Loésung scheidet sich der Ester bei freiem Verdunsten 
amorph ab und schmilzt bei 217—218°. 


3. Iso-Cholsdure. 0,24 ¢ Siure wurden in 30 ccm Aceton ge- 
lést und mit einer 10°/,igen Kaliumpermanganatlésung allmahlich 
tropfenweise versetzt. Im Laufe von 7 Tagen wurden dabei 9 ccm 
einer 10°/,igen Permanganatlésung verbraucht. Das Reaktions- 
semisch wurde mit Natriumbisulfitlésung versetzt, um das tiber- 
schiissige Oxydationsmittel zu reduzieren und dann unter Ansiue- 
rung mit verdiinnter Salzsiure erschépfend ausgeiithert. Der 
Atherauszug wurde in Sodalésung aufgenommen und mit ver- 
diinnter Salzsiure ausgefallt. Diese Fiallung wurde nach dem 
Trocknen aus Essigester umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelz- 
punkt 207—208° (Sintern bei 189°). Ausbeute 0,015 g. 


Bei der Hammarsten-Yamasaki-Reaktion firbt sich die 
Siure prachtvoll violettblau und bei der Liebermannschen 
Reaktion zeigt sie eine anfangs tief violette, spiter violettbréun- 
liche Farbe. 

3,430, 3,519 mg Subst.: 9,000, 9,210 mg CO,, 3,000, 3,150 mg H,0. 


C,,H,,O, Ber. C 70,53 H 9,87 
Gef. ,, 71,56, 71,38 » 9,79, 10,01. 


4. a- und #-Triketocholansaure. 0,3 ¢ T'etraoxy-norsterocholan- 
siure wurden in 3 ccm Kisessig unter Zusatz von 2 ccm 10°/, iger 
Chromsiure—Eisessiglésung 1 Stunde stehen gelassen. Das Reak- 
tionsgemisch wurde in Schwefligsiure gegossen, eine Nacht stehen 
velassen und abfiltriert. Die Fallung wurde aus Aceton oder 
Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 198°. 
Ausbeute 0,1 g. 

Aus der von der T'riketosiure vom Schmelzp. 198° getrennten 
Mutterlauge schieden sich beim Einengen Nadeln ab, die eben- 
falls aus Aceton und Alkohol umkrystallisiert wurden. Nadeln 
vom Schmelzp. 234°. 

Die Siure vom Schmelzp. 198° wird durch Kochen in Soda- 
lésung in die Siure vom Schmelzp. 234° verwandelt; von den 
beiden Siuren wird die erstere als «-Triketocholansiiure und die 
letztere als #-Triketocholansiiure bezeichnet. 


«-Triketocholanséiure. 38,510, 3,195 mg Subst.: 9,145, 8,350 mg 
CO,, 2,700, 2,445 mg H,O. 
C,,H,,0; Ber. C 71,64 H 8,45 
Gef. ,, 71,06, 71,28  ,, 8,61, 8,56. 
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6-Triketocholansidure. 3,410, 3,550 mg Subst.: 8,900, 9,285 ing 
CO,, 2,600, 2,685 mg H,0. 
C.,H 3,0; Ber. C 71,64 H 8,45 
Gef. ,, 71,18, 71,33  ,, 8,58, 8,46. 


a-Triketocholansiure-methylester. Die Siiure von 198° wurde 
in Alkohol mit Diazomethan verestert; der Ester wurde aus Aceton-—Wagge; 
umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelzp. 173—174°. 

3,235, 2,705 mg Subst.: 8,540, 7,155 mg CO,, 2,515, 2,105 mg H,0. 

C,;H3.0, Ber. C 72,11 H 8,65 
Gef. ,, 72,00, 72,14  ,, 8,70, 8,71. 
8-Triketocholansiure-methylester. Die §-Ketosiure wurde 
ebenfalls mit Diazomethan verestert und aus Aceton-Wasser umkrystallisiert, 
Prismatische Nadeln vom Schmelzp. 206—207°. 
3,190, 3,203 mg Subst.: 8,425, 8,430 mg CO,, 2,520, 2,460 mg H,0. 
C,;H,,0; Ber. C 72,11 H 8,65 
Gef. ,, 72,03, 71,78  ,, 8,84, 8,59. 

Oxim des a-Triketocholansiure-methylesters. Der a-Triketo 
siiure-methylester wurde in alkoholischer Lésung mit einer je gleichen 
Menge Hydroxylaminohydrochlorid und Natriumacetat 3 Stunden lang auf 
dem Wasserbade erwirmt. Das Reaktionsgemisch wurde durch Zugabe von 
Wasser gefillt und die Fallung, aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. 
Glinzende Schuppen, die sich bei 226—227° zersetzten. 

3,310, 3,020 mg Subst.: 0,251 (14°, 764 mm), 0,221 (13,5°, 762 mm) cen N, 

C,5H3,0;N3 Ber. N 9,11 Gef. N 9,07, 8,74. 

Oxim des $-Triketocholansiure-methylesters. Das in genau 
der gleichen Weise wie vorher hergestellte Oxim des $-Triketocholansiiure 
methylesters wurde aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Schuppen you 
Zersetzungsp. 239°. 

2,440 mg Subst.: 0,167 cem N (14°, 765 mm). 

C,,;H3,0,N; Ber. N 9,11 Gef. N 8,19. 
3,935, 3,380 mg Subst.: 9,380, 8,050 ng CO,, 3,020, 2,520 mg H,0. 
C,,H;,0;N, Ber. C 65,03 H 8,52 
Gef. ,, 65,01, 64,95 » 8,59, 8,34. 

Clemmensensche Reduktion der e-Triketocholan- 
siure. 0,3 g a-Triketocholansiure wurden in 50 ccm Kisessig 
gelést und unter Zusatz von 50 ccm Hisessig und 50 ccm konzeu- 
trierter Salzsiure mit 10 g amalgamiertem Zink am _ Riick- 
fluBkiihler 10 Stunden lang gekocht; in dieser Zeit schied sich 
das Reduktionsprodukt als weiBe flockige Masse ab. Diese Masse 
wurde abfiltriert und aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Die 
Saure krystallisiert daraus in Blittchen und aus Eisessig in Nadeln. 
Ausbeute 0,125 g. 
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Die Saiure schmilzt bei 167—168°; bei der Mischprobe zeigte 
sie mit reiner Cholansiure den Schmelzp. 153° und mit Allo- 
cholansdure keine Schmelzpunktsdepression. 

3.370, 3,700 mg Subst.: 9,870, 10,810 mg CO,, 3,290, 3,600 mg H,0. 

C.,H,O, Ber. C 79,93 H 11,19 
Gef. ,, 79,98, 79,68  ,, 10,92, 10,89. 

Methylester der Siure. Der Methylester wurde in Alkohol mit 
Diazomethan bereitet und aus verdiinntem Methanol umkrystallisiert. Schmale 
Prismen oder Blittchen. Sie sintern bei 90°, schmelzen bei 91—92° und 
zeigen nit reinem Allocholansdure-methylester keine Schmelzpunkts- 
depression. 

3,520, 3,370 mg Subst.: 10,330, 9,900 mg CO,, 3,440, 3,330 mg H,0. 

C,,H,,0, Ber. C 80,14 H 11,31 
Gef. ,, 80,04, 80,12  ,, 10,93, 11,06. 

Propylester der Siure. 0,04 g Siiure wurden in 7 cem Propyl- 
alkohol gelést, mit einigen Tropfen konzentrierter Schwefelsiure versetzt 
und 2 Stunden lang erhitzt. Der dabei abgeschiedene Ester wurde aus 
Propylalkohol umkrystallisiert. Feine Prismen vom Schmelzp. 101,5—102°. 
Ausbeute 0,015 g. Der Ester zeigte mit reinem Allocholansiure-propy lester 
keine Schmelzpunktsdepression. 

8,330, 8,290 mg Subst.: 9,790, 9,680 mg CO,, 3,310, 3,250 mg II,0. 

C,,H,,0, Ber. C 80,53 H 11,52 
Gef. ,, 80,18, 80,24  ,, 11,12, 11,05. 

5. Taurine Aus dem von Cholsiure und Tetraoxy-norstero- 
cholansiiture befreiten Hydrolysat der Galle wurden nach der 
Hammarstenschen Methode prismatische Krystalle erhalten, die 
in Wasser sehr leicht, in absolutem Alkohol nicht léslich, und 
schwefel- und stickstoffhaltig sind. Die Krystalle zersetzen sich 
gegen 805° Ks liegt hier also ohne Zweifel Taurin vor. 

3,191 mg Subst.: 0,302 cem N (16°, 762,5 mm). 

C,H,NSO, Ber. N 11,20 Gef. N 11,01. 























Von 
Richard W. Martin 


Mit 4 Figuren im Text 


(Aus der Medizinischen Klinik der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Marz 1939) 


Die quantitative Bestimmung der Fructose ist in den letzten 
Jahren in verschiedener Richtung von Bedeutung geworden, 
Fructose wurde gerade beim stoffwechselkranken Menschen des 
6fteren verabreicht; die Ergebnisse solcher Untersuchungen waren 
jedoch haufig wiederspruchsvoll. Lusk?) gibt an, dai Fructose 
vom schweren Zuckerkranken nicht oxydiert werden kénne; 
Joslin’) sah beim Diabetiker nach Belastung mit 100 g Inulin, 
dem Polysaccharid der Fructose, keine Glykosurie im Gegensatz 
zur Belastung mit Kartoffelstiirke; v. Noorden*) beobachtete nach 
lingerer Fructosedarreichung ein Verschwinden der zuerst beob- 
achteten Toleranzverbesserungen. Weiterhin ist die Fructose mit 
Erfolg benutzt worden, um die Belastungsfiihigkeit der Leber zu 
prifen. Dagegen hat die Priifung der Nierenschwelle zu keinem 
ereifbaren Ergebnis gefiihrt, obgleich die Fructose zu diesen 
Untersuchungen besonders geeignet erschien, denn schon eine 
geringe Anreicherung im Blut bewirkt eine Ausscheidung im Harn 
(Deuel und Chambers‘), Cori und Cori5), Folin und Berg- 
lund®), Tashiro und Tietz‘) u. v. a.|, Alle diese Untersuchungen 
setzen also die Kenntnis des Verhaltens der Fructose in den 
verschiedenen Teilen des Kérpers voraus, besonders aber das Ver- 
halten im Blut. Daneben ist sicherlich auch von erheblicher 
Bedeutung, in welcher Beziehung die Glucose zur Fructose im 
Blut steht. 

Das wenig bekannte Verhalten der Fructose im Stoffweclisel 
hat seinen wesentlichsten Grund darin, daB die Bestimmungs- 
verfahren nicht eine quantitative Reihenuntersuchung ermdglichen. 
In der Klinik sind naturgemi8 solche Untersuchungen noch dadurcl 
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erschwert, daB nicht beliebige Mengen Blut verfiigbar sind. 
Diese experimentellen Schwierigkeiten waren fiir mich der Grund 
die bekannten Methoden zu iiberpriifen und durch Abinderungen 
eine fir die Klinik brauchbare Methodik der Fructosebestimmung 


zu schaffen. 


Die ersten quantitativen Bestimmungen der Fructose in Kérperfliissig- 
keiten gehen auf Seliwanoff®) zuriick, der sie mit Resorcin-Salzsiure be- 
stimmte. Da hiermit, wenn auch weniger schnell, Glucose ebenfalls reagiert, 
sind die verschiedensten Vorschlige gemacht worden, um die Glucose aus- 
zuschalten [Kruisheer®)]. Fiir Reihenuntersuchungen der Fructose im Blut 
war das Verfahren aber zu umstindlich. Auch die quantitativen Bestimmungen 
von Folin und Berglund”) und spiter Kronenberger und Radt!) nach 
Seliwanoff ergaben nur relative Werte. Durch Abiinderungen der Kon- 
zentration der Reagentien und Reduktion bei 80° hat Roe'*) den Glucose- 
fehler etwas eingeschriinkt. 

Ein anderes Verfahren, das sich auf die Blaufiirbung der Fructose 
mit alkoholischem Diphenylamin und Salzsiiure [[hl und Pechmann")| 
griindet, wurde von Jolles™) und von van Creveld™) angewandt. 
Radt'®) dinderte diese Methode weiter ab. Er enteiweifte das Blut nicht 
mit Trichloressigsiiure, da diese ebenfalls fiirbt, sondern mit Sublimat 
und Salzsiiure. Doch stéren auftretende griinblaue Farbténe, und der aus- 
geschiittelte Farbstoff nimmt im Amylalkohol an Intensitiit zu. Auch der 
von Steinitz und Riesen*’) benutzte Isoamylalkohol sowie der von 
Patterson'’) vorgeschlagene Butylalkohol brachte keine wesentliche Ver- 
besserung. Corley?) enteiweiBte mit Wolframsiiure, wobei Glucose und 
Galaktose nur noch einen Fehler von etwa 3°/, auf die Farbentstehung 
der Fructose ausmachen. Das zur klaren Lésung notwendige fliissige Phenol 
lie} durch die Giftwirkung seiner Diimpfe eine breite klinische Anwendung 
nicht zu. Herbert?°) erhéhte den Alkoholzusatz zum Diphenylamin-Salz- 
siuregemisch, um den sich bildenden Farbstoff in Lésung zu halten. Da 
fiir eine solche Bestimmung 2cem Blutplasma nétig sind, war fiir Be- 
lastungskurven ihre Anwendung beschrinkt. 


Einen anderen Weg stellt die Reduktion von Phosphormolybdinsiure 
(’olin-Wu-Reagens) durch Fructose dar; die auftretende blaue Farbe 
wird mit Kaliumpermanganat zuriicktitriert. Die Anwendung durch Camp- 
bell und Hanna®!) und spiter durch Stéhr*) zeigte den Nachteil, dab 
die Reaktion nicht vollstindig verlief und alle Versuche dem abzuhelfen 
daran scheiterten, daB die Glucose stérte. Pinoff*) erzeugte mit alkoho- 
holischer Schwefelsiure und a-Naphthol-Lésung durch Fructose eine violette 
Farbe, Bredereck*) mit Ammoniummolybdatlésung bei schwachem An- 
siuern eine blaue. Da die Reaktionen fir Fructose nicht spezifisch sind, 
fanden sie keinen Eingang in die klinische Methodik. Harding, Nicholson 
und Armstrong™) konnten Glucose von Fructose durch die Anwendung 
eines bestimmten Stammes von Proteus vulgaris trennen. Ein Nachteil 
bestand in der nicht immer gleichmaBigen Vergiirung. Endlich sei noch auf 
die Methode von Strepkov”™) hingewiesen, der die Fructose mit Kalium- 
ferricyanid in sekundiirem Phosphat oxydiert. Die gleichzeitig anwesende 
Glucose gibt dabei jedoch zu hohe Titrationswerte. 
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Voruntersuchungen 


Am aussichtsreichsten unter den bekannten Bestimmungs. 
verfahren der Fructose erschien die colorimetrische Methode jit 
Hilfe von Diphenylamin-Salzsiiure, wenn es gelang, das fiir die 
Reaktion notwendige, tiberschiissige Diphenylamin und den ge. 
bildeten blauen Farbstoff in Lésung zu halten. Die Reaktion is 
auBerordentlich empfindlich und unter bestimmten Bedingungen 
spezifisch. Aus einer groBen Reihe von aromatischen und alipha- 
tischen Lésungsmitteln, die ich priifte, erschien Aceton und n-Pro. 
panol am besten geeignet. Aceton list zwar Diphenylamin gut — 
wesentlich besser als Athanol —, doch verbot sich spiter seine 
Anwendung, da durch rauchende Salzsiure das Aceton nach kurver 
Zeit gelb gefarbt und Chlor frei wird. Auch brachte der niedrige 
Siedepunkt von 56° beim Colorimetrieren Nachteile. Hierin war 
das n-Propanol vorteilhafter. In ihm lésen sich bei Zimmertempe- 
ratur mehr als 50 Teile Diphenylamin und sein Siedepunkt liegt 
bei 97°. Gleich gut ist auch sein Lésungsvermégen fiir Wasser 
und Alkohol, so daB eine Schichtenbildung vermieden wird. Nacli 
Zusatz von Fructose zum Diphenylamin-Salzsiiuregemisch und 
Kochen bildet sich in n-Propanol eine klar blaue Lésung, die 
etwa 12 Stunden haltbar ist. Uberschiissiges Diphenylamin wird 
vollig gelést. 

Diese Vorteile machten das n-Propanol besonders geeignet 
fiir die Bestimmung der Fructose. 


Optische Priifung des Farbstoffs 


Die Bestimmung der Konzentration der blauen Farbe wurde an 
Pulfrich-Photometer (Stufenphotometer) vorgenommen. Da die 
Genauigkeit der Ablesungen um so gréBer wird, je starker die zu 
untersuchende Lisung absorbiert, ein Farbstoff in den versclie- 
denen Wellenbereichen aber unterschiedlich absorbiert, mubte 
zuerst das Absorptionsmaximum festgestellt werden. 

Die Kurve der Fig. 1 wurde von 40 mg-°/, Fructose bei der 
Schichtdicke 1 cm im Vergleich mit einem gleichbehandelten 
Blindwert gewonnen, dabei war die der Farblésung angehdrige 
Trommel auf volle Durchlissigkeit eingestellt, wahrend der Blind- 
wert abgeblendet wurde. Aus vielen Doppelbestimmungen mit der 
weiter unten angegebenen chemischen Methode ergab sich, dab 
das Absorptionsmaximum bei einer Wellenlinge von 610 mp 
liegt. Fiir die weiteren Bestimmungen wurde deshalb Filter 8 61 
benutzt. 
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Unterliegt die Farbstofflésung dem Lambert-Beerschen 
Absorptionsgesetz, d. h. nimmt die Farbintensitit in gleichem 
Verhiltnis mit ihren Konzentrationen zu, so miissen die Extink- 
tionskoeffizienten bei verschiedenen Konzentrationen auf einer 
Geraden liegen, falls man zur graphischen Darstellung Millimeter- 
papier nimmt. Die Benutzung von logarithmischem Millimeterpapier 
erlaubt die unmittelbare Kintragung der abgelesenen Durchlissig- 
keiten in Prozent. 
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Absorptionskurve des Farbstoffs bei verschiedenen Wellenliingen 


36 Doppelbestimmungen bei Schichtdicke 2 cm und Filter S 61 
ergaben die Gerade in Fig. 2. Der mittlere Fehler der Kinzel- 
werte der Doppelbestimmungen betrug auf alle Durcliiissigkeiten 
umgerechnet + 1,3°/,; er liegt demnach innerhalb der durch 
optische Fehler bedingten Schwankungsbreite. 
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Reine Fructoselésungen verschiedener Konzentrationen 
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Die Absorption des in Lisung befindlichen Farbstoffes wurde. 
da spiiter die Bestimmung im Blut und Harn, die eine Higenfarhe 
besitzen, vorgenommen werden sollte, noch unabhangig von (de; 
Konzentration und der Schichtdicke dargestellt. Der Extinktions. 
koeffizient einer Lésung stellt den von 1 abgezogenen Logarithmnus 
der Durchlissigkeit dar. Logarithmiert man den so erhaltenen 
Extinktionskoeftizient nochmals, so ergibt sich die fiir den gelistey 
Farbstoff ,,typische Farbkurve“, wenn man die Werte bei den 
verschiedenen Filterschwerpunkten eintriigt. 


S75 72 Filter 67 52 59 50 47 43 
+02[— eel (ohana cinemas > — = a } eines ital 


! fo 


{ 
+07 
} 
0 cr 


| 


“0,7 





09¢ 
» 19-— ae a 7 as En an. 0 Se See! ee eee 
750 700 650 600 550 500 450 
—_ Wellenlange Nn / ee > 
Fig. 3 


Typische Farbkurven von 40 und 80 mg-®/, Fructose 


Bei der Schichtdicke 1 cm wurden in Fig. 3 im Vergleich 
mit einem gleich behandelten Blindwert die typischen Farbkurven 
dargestellt. Ihr paralleler Verlauf, der unabhingig von der Kon- 
zentration ist, zeigt auch fiir Lésungen mit Kigenfarbe die Giiltig- 
keit des Lambert-Beerschen Gesetzes. Die durch Diphenylami 
und Salzsiure bei Gegenwart von Fructose auftretende Farbe i 
Lésung von n-Propanol kann demnach zur quantitativen color'- 
metrischen Bestimmung verwendet werden. 


Die EnteiweiBung 


Bei der EnteiweiBung des Blutes muBte beriicksichtigt werden, 
daB 1. nur wenig Blut erforderlich ist und 2. auch die Glucose 
bestimmt werden kann. Dabei darf das Filtrat nicht zu stark 
verdiinnt werden, damit die sich entwickelnde Farbe noch eive 
fiir die Colorimetrie geniigende Intensitiit besitzt. Die EnteiweiBung 
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mit Trichloressigsiiure ist fiir das Verdiinnungsverhiltnis giinstig, 
doch werden auch bei n-Propanolzusatz zu hohe Fruktosewerte 
erhalten. Blutfiltrate von Wolframmolybdinsiure und Uranylacetat 
sowie die von Radt'*) angegebene Sublimatfillung fiihren zu 
hdheren Glucosewerten. Die Enteiweifung mit Natriumwolframat?’) 
mubte zuletzt ebenfalls wieder verlassen werden, weil durch- 
seschleppte Wolframsiure stérte; durch die hohe Salzsiurekonzen- 
tration treten nach dem Kochen Triibungen auf, auBerdem verur- 
sacht die Wolframsiiure einen schwach griinblauen Farbton. Die 
EnteiweiBung nach Hagedorn-Jensen mit Zinkhydroxyd ver- 
diinnte zu stark. Durch notwendige Kinengungen des Filtrates 
gestaltete sich die Bestimmung der Fructose zu zeitraubend. Recht 
cut hatte sich die EnteiweiBung von Somogyi*’) mit Zinksulfat 
und Natronlauge bewihrt, wovon beide Methoden versucht wurden. 
Die Fructosewerte zeigten gute Ubereinstimmung mit den Zusatz- 
versuchen. Da jedoch mindestens 5 ccm Filtrat fiir die Bestim- 
mungen notwendig waren, reichte auch das nach dem Zentrifugieren 
erhaltene Filtrat nicht immer aus. Die von Fujita und Iwatake”®) 
angegebene Enteiweifung mit Cadmiumsulfat-Natronlauge hat sich 
zuletzt sowohl fiir die Fructose — als auch die Glucosebestim- 
mung am giinstigsten erwiesen. Bei ihr werden im Gegensatz zu 
allen anderen EnteiweiBungen alle reduzierenden Substanzen aufer 
Glucose und Fructose ausgefallt; auBerdem ist bei der Glucose- 
bestimmung durch den angewandten Phosphatputfer die Reduktion 
des Ferrizyankalium vollstandig, im Gegensatz zur Originalmethode 
nach Hagedorn-Jensen, wo Carbonatpuffer verwandt wird. Die 
Gesamtreduktion dieser Filtrate ergab bei den Zusatzversuchen 
einwandfreie Werte fiir Glucose und Fructose. Vor der Methode 
nach Somogyi ergab sich als Vorteil, da} mehr als 5 ccm Filtrat 
von 1 ccm Blut nach Zusatz der EnteiweiBungslésungen zur Ver- 
fiigung stand. Zu den weiteren Untersuchungen wurde deshalb 
ausschlieBlich die Cadmiumhydroxyd-EnteiweiBung angewandt. 


Reaktionsbedingungen 

Fiir die Fructosezusatzversuche kam d-Fructose (Merck) zur 
Anwendung, sie reduziert vor anderen Priparaten gleich stark 
wie Glucose innerhalb der methodischen Fehlerbreite. Reihen- 
versuche bei gleicher Konzentration von Diphenylamin und Fructose 
und verschieden starker Salzsiiure zeigten eine Zunahme der Farb- 
intensitit mit steigender Salzsiiurekonzentration. Um eine mig- 
lichst intensive Farbe und damit starke Absorption sowie Empfind- 
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lichkeit der Methode zu erreichen, wurde deshalb rauchende Saly. 
siure (etwa 37 °/,) verwandt. In geschlossener, automatischer Biirett. 
bleibt ihr spezifisches Gewicht monatelang konstant. Das Dipheny). 
amin ist in geschlossener Flasche bei LuftabschluB haltbar. Jj. 
Lisung in absolutem Athanol war etwas haltbarer als die jy 
n-Propanol. Bei Zutritt von Licht und Luft nimmt die alkoholische 
Diphenylaminlésung nach ungefibr 3 Wochen eine blauliche Farbe 
an, die eine weitere Verwendung verbietet. Vergleichswerte be; 
gleicher Fructose-Salzsiurekonzentration und verschieden starker 
Lisung von Diphenylamin in absolutem Athanol zeigt die ab. 1, 





Tabelle 1 





Fructose 1:10000....... 0,1 0,9 0,1 0,9 0,1 0.9 














destilliertes Wasser. .... . 3,9 3,1 3,9 3,1 3,9 3,1 

malmeiere 2 wt tt 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 

Diphenylamin ........ 10/5 15°/, 20°), 

ne oo ee ee oe 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 O04 
20 Minuten Kochen, Abkiihlen 

Propylaikenol ......4.. 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 40 

Durchlissigkeit in %/, . . . . . 90,5 34,5 | 89,5 34,0 89,5 34,0 





Filter S61, s = 2 em 


Fiir die weiteren Bestimmungen wurde deshalb fiir jedeu 
Ansatz 0,4 com 10°/,iges Diphenylamin in Liésung mit absolutew 
Athanol genommen. 

Da es sich bei der Bildung des blauen Farbstoffs um eine 
Kondensationsreaktion handelt — weiteres tiber die Chemie der 
Reaktion vgl. Beilstein*®) — ist sie stark abhingig von der 
Temperatur. Erhitzt man in siedendem Wasserbad reine Fructose- 
lésungen mit Diphenylamin-Salzsiure, dann ist innerhalb der ersten 
20 Minuten die Farbstoffentwicklung am stirksten. Wahrscheinlich 
wird das Fructosemolekiil von der Salzsiure in Bruchstiicke zel- 
legt, die dann zur Kondensation des Diphenylamins zum Far)- 
stoff dienen. Anders verhilt sich dabei die Glucose, die zwar auc 
eine blaue Farbe gibt, doch wesentlich spiter. Das Glucosemoleki 
wird durch die Salzsiure langsamer in fiir die Kondensation ge- 
eignete Bruchstiicke aufgespalten. Eigene Untersuchungen vol 
Fructose-Glucosegemischen verschiedener Konzentration zeigtel 
in teilweiser Bestitigung der mit einer anderen Methode gewon- 
nenen Ergebnisse von Herbert”), daB nach 15 Minuten Kocher 
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im Wasserbad mehr als 80°/, der Fructose in die Reaktion ein- 
hezogen worden sind, im Verhiltnis zur Glucose gleicher Kon- 
zentration. Es reagieren hierbei keine iquimolekularen Mengen; 
es besteht in der Lésung kein Gleichgewicht, deshalb miissen die 
yeitlichen Verhiltnisse streng eingehalten werden, und es ist eine 
moglichst gleichmiéBige Reaktionsunterbrechung durch Abkihlen 
notwendig. Fir die klinischen Fragestellungen war 15 Minuten 
Erhitzen im siedenden Wasserbad mit unmittelbar angeschlossener 
3 Minuten langer Abkihlung in Leitungswasser (etwa 10°) vollig 
ausreichend, Bei diesen Versuchsbedingungen firbt sich zwar die 
Blutglucose ein wenig mit, aber sie stért bei Fructosebelastungen 
in keiner Weise, weil bei der colorimetrischen Bestimmung als 
Vergleich immer Blut ohne Fructose genommen wurde. Der 
Glucosefehler war in beiden Kiivetten gleich und hebt sich auf. 
Kin vielleicht méglicher Anstieg der Blutglucose wihrend der 
Fructosebelastung ist dariiber hinaus im Anstieg der Gesamtreduk- 
tion nach Fujita-Iwatake zu erkennen. 


Mit 4 ccm n-Propanol wurde nach 2—3 Minuten Schiitteln 
unter voélliger Lésung des iiberschiissigen Diphenylamins eine 
klare kornblumenblaue Lésung erreicht. Es geniigen auch 2 ccm 
n-Propanol, um zu einer klaren Lésung zu gelangen; ebensogut 
kann mehr n-Propanol genommen werden, falls reichlich vorhandene 
Fructose eine dunkle und fiir die Colorimetrie zu kriaftige Farbung 
verursacht. Da bei geringer Farbkonzentration aber groBer Schicht- 
dicke die optischen Fehler am kleinsten sind, wurden Kiivetten 
von 2 cm gewihlt, ihr Rauminhalt betrigt 7 ccm. Durch Zusatz 
von 4cem n-Propanol werden etwa 10 ccm Lésung erhalten, so 
dab die Kiivetten vor der Bestimmung ausgespilt werden kiénnen 
und fortlaufendes Arbeiten mit der gleichen Kiivette méglich ist. 
Die Colorimetrie wird zweckmaéBig erst 20 Minuten nach der 
Lisung angeschlossen, um die beim Schiitteln entstandenen Luft- 
blischen zum Verschwinden zu bringen. Die Farbintensitaét halt 
sich etwa 12 Stunden. 


Erforderliche Losungen 


Zum Fruectosenachweis. MReagens 1: 37°/,ige rauchende Salz- 
siure zur Analyse (Merck), spezifisches Gewicht 1,19, 23° Baumé. 

Reagens 2: 10g krystallisiertes Diphenylamin zur Analyse (Merck) 
werden in einem 100 cem-MeBkolben mit absolutem Alkohol geliést und 
aufgefiillt, 

Reagens 8: Alkohol propylicus, normal (Merck) = n-Propanol. 
Hloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 259 6 
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Zur EnteiweiBung nach Fujita bzw. Okamoto*). Reagens 4. 
Cadmiumsulfat (Schering zur Arsenbestimmung) 13 g werden in 63,5 com 
n/1-Schwefelsiure gelést und mit destilliertem Wasser auf 1000 cem auf. 
gefiillt. 

Reagens 5: 1,1n-Natronlauge. 10 ccm n/1-Schwefelsiure sol] yj; 
Phenolphthalein als Indicator 9,1 ccm, 1,1 n-Natronlauge verbrauchen. 


Zum Glucosenachweis wird auf die Originalmethode von Fujita*s*’ 
und auf Hinsberg und Lang™*’) verwiesen; es ist selbstverstiindlich auc, 
die Verarbeitung nach Hagedorn-Jensen médglich. Der von der go er. 
haltenen Gesamtreduktion abgezogene Fructosewert in Milligramm-Prozent 
ergibt den Glucosewert. 


Arbeitsvorschriit 


Zahlreiche Reihenuntersuchungen haben die Einhaltung folgender Ar- 
beitsbedingungen besonders empfohlen. 1,1 ccm Blut wird einer ungestauten 
Vene entnommen, in ein abgerundetes Glas von 3em Hohe und 6 mn 
lichter Weite gespritzt und hiervon mdéglichst schnell 1 cem (Vollpipette) 
zu 8,0cem Cadmiumsulfat (Reagens 4 in automatischer Biirette) hinzu- 
gegeben; letzteres befindet sich in einem etwa 30 ccm fassenden Jenaer 
Zentrifugenglas. Nach 2maligem Ausspiilen der Pipette und Schiitteln 
wird die Fliissigkeit bald dunkelbraun. Dann werden 1 cem Natronlauge 
(Reagens 5) hinzupipettiert und so lange geschiittelt, bis der anfangs dicke 
Niederschlag dinnfliissig wird. Nach 5—10 Minuten langem scharfem 
Zentrifugieren wird durch ‘ein aschefreies Filter von 7em Durchmesser 
(Schleicher & Schiill Nr. 589/2) in ein Reagenzglas (1,8: 16 cm) filtriert. Das 
Filtrat kann ohne Anderung seiner Reduktionskraft im Eisschrank bis zu 
24 Stunden aufgehoben werden. 4 ccm des Filtrats (Vollpipette) werden in 
ein 50 cem-Erlenmeyerkélbchen pipettiert, 2 cem Salzsiiure (Reagens 1) aus 
einer automatischen Biirette und 0,4 ccm alkoholische Diphenylamin|dsung 
(Reagens 2) mit einer Auslaufpipette hinzugegeben. Eine jetzt hiiufig zu 
beobachtende Krystallisation des Diphenylamins ist fiir die Farbstoii- 
entwicklung ohne Belang. Nach Verschlu8 mit einem diinn durchbobrter 
Gummistopfen werden die Ansitze in einem Gestell 15 Minuten im sieden- 
den Wasserbad erhitzt und 3 Minuten in flieBendem Wasser abgekiihit. 
Dann gibt man 4 ccm n-Propanol (Reagens 3) aus einer automatischen 
Biirette binzu und schiittelt. Auf die gleiche Weise wird ein A-Wert, der 
vor der Fructosebelastung abgenommen wurde, behandelt. Nach etwa 
20 Minuten kann die Ablesung in 2 cm-Kiivetten bei Filter S61 am Stuten- 
photometer erfolgen, dabei bleibt die zum Fructosewert gehérige Blend: 
vollig geédffnet (100°/, Durchlissigkeit), wiihrend die dem A-Wert evt- 
sprechende Trommel soweit hereingeschraubt wird, bis Helligkeitsgleichheit 
in den Gesichtshilften erreicht ist. Der aus 3 Ablesungen erhaltene Mittel- 
wert erméglicht dann aus der weiter unten angegebenen Eichkurve (Fig. 
den Fructosewert in Milligramm-Prozent zu entnehmen. 


Zur Glucosebestimmung werden i ccm des enteiweiBten Blutfiltrates 
mit 9cem destilliertem Wasser versetzt und entsprechend der oben at 
gegebenen Vorschrift aufgearbeitet. Der aus der Fructosebestimmung ¢! 
rechnete Wert wird abgezogen. Innerhaib der Mengen von 200 mg- 
Glucose zu 200 mg-°/, Fructose kénnen nach den Untersuchungen v0! 
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Weise und Brand*’) Glucose und Fructose in ihrer Reduktionskraft prak- 
tisch gleich gesetzt werden. [ir Doppelbestinmungen wird von der 
doppelten Menge Blut mit Verdoppelung der EiweiBreagentien ausgegangen 
und anschlieBend eine Teilung in 2 mal je 4 cem Filtrat fiir die Fructose-, 
sowie 2mal je 1 cem fiir die Glucosebestimmung vorgenommen. Bei hohen 
Fructosekonzentrationen, die durch die Héhe der Gesamtreduktion kenntlich 
sind, kann auch nach der EiweiSfillung nur je 2 cem Filtrat, das dann 
mit 2eem destilliertem Wasser zu verdiinnen wire, zur Fructosebestimmung 
weiter verarbeitet werden. Die erhaltenen Werte sind dann zu verdoppeln. 


Blut mit zugesetzter Fructose 


Zu den Zusatzversuchen wurde eine 0,1 °/,ige Stammlisung 
yon d-Fructose (puriss. kryst. Merck) benutzt, die, mit Toluol 
iiberschichtet, monatelang haltbar ist. Mit 1—5 ccm dieser noch- 
mals 1:10 verdiinnten Lésung wurde unter Kinhaltung der Volumen- 
heziehungen die Cadmiumsulfatlésung versetzt und dazu jeweils 
1cem des gleichen Niichternblutes gegeben. Versuche, in denen 
Fructose zu defibriniertem Blut zugesetzt wurde, zeigten, dab 
durch das Cadmiumsulfat keine Veriinderung der Fructose statt- 
findet. Die Fructosekonzentration entspricht dann 10—50 mg-°/, 
Fructose im Blut. Die Mittelwerte von elf verschiedenen Versuchs- 
relhen mit Nichternblut der Fructose- und Glucosebestimmungen 
enthilt die Tab. 2. 


Tabelle 2 





Ansatz A 1 2 3 4 5 


Fructosezusatz 
. 9 
in mg-°/, 


Vergleich von 


4) 10 20 30 40 50 
Blindwert: A} A:1 A:2 A:3 A:4 A:5 




















Salil . 
— 95,0% | 73,1 % | 47,5 %) | 34,4 %/, | 26,2 %, | 17,3, 
, ma /0 ! ! ¢ € 9 F 2 
S61, Kiivette 2 eem + 0,9 +1,9 £23 ] £28 | £29 | £3, 
Extinktions- 29 96 9 RQ6 Y 7290 
———— 81 90 99 112 121 
nach Fujita in mg-°/ 70 ‘ ¢ 49 ; 9 
auf 70 bezogen ‘ + 2,9 + 3,2 2,6 £1,9 | 42,1 


Fructose- und Glucosebestimmung im Niichternblut nach Fructosezusatz. 


Die Tab. 2 zeigt, daB die dem Niichternblut zugesetzte Fruc- 
tose quantitativ durch die Bestimmung der Gesamtreduktion 
wiedergefunden wird. AuBerdem reduzieren Fructose und Glucose 
innerhalb der angewandten Mengenverhiltnisse gleich. Niichtern- 
6* 
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blut ergibt eine optische Absorption von 5°/, gegeniiber dep 
reinen Blindwert, es entspricht dies 3 mg-°/, Fructose, die he; 
absoluten Messungen abzuziehen wiren. Die Vergleichsmessungey 
bei Fructosebelastungen werden dadurch jedoch nicht gestirt, 


Die Lichtabsorption des Niichternblutes muB hauptsiichlich ay 


die sich etwas mitfarbende Glucose zuriickgefiihrt werden. 


Eichkurve 


Zur Darstellung der Kichkurve bleiben 2 Wege offen. Ent. 
weder trigt man die in den Zusatzversuchen erhaltenen Durch. 
lissigkeiten auf logarithmischem Millimeterpapier auf (wie es iil. 
lich in Fig. 2 ausgefiihrt wurde) oder man trigt die Extinktions. 
koeffizienten in ein metrisches Koordinatensystem ein. In beiden 
Fallen muB sich eine Gerade ergeben. 
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Eichkurve fiir das Stufenphotometer 





Die Fig. 4 zeigt, daB die Mittelwerte gering um die Gerade 
streuen. Diese Schwankungen machen ungefihr 5°/, aus. Sie 
sind in den bei jeder optischen Methode zu beobachtenden Fehler 
begriindet und legen damit auch im Rahmen der bei der Glucose- 
bestimmung auftretenden Streuungen. Die stufenphotometrische 
Fructosebestimmung benétigt etwa die gleiche Zeit wie die 
chemische Glucosebestimmung. 














ah dem 
lie bej 
Sungen 


estirt, 
ch auf 


Knt- 
Durch. 
S ibn. 
ktions- 
beiden 





Die Bestimmung der Fructose neben Glucose in Blut und Harn 


Die Bestimmung der Fructose neben Glucose im Harn 


Ist im Harn qualitativ Zucker gefunden, so weist man die 
Fructose nach Seliwanoff in ihrer Modifikation von Adler *) 
nach. Dazu werden 10 ccm Harn mit 5 ccm konzentrierter Salz- 
siure 20 Sekunden lang gekocht, um die méglicherweise durch 
Girung entstandenen Nitrite zu entfernen, die die Reaktion stéren 
kjnnten. Die Hilfte des so vorbereiteten Harns wird mit einer 
Messerspitze Resorcin versetzt und ganz kurz aufgekocht. Kine 
Rotfiirbung zeigt Fructose an, und wenn diese vermehrt vorhanden 
ist, bildet sich ein roter, in Alkohol léslicher Niederschlag. 

Je nach der Stirke der qualitativen Fructosereaktion wird 
der Harn 1:10 bis 1:100 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Es 
soll etwa 0,5 mg Fructose in 4 ccm Harn zur Bestimmung ge- 
langen. Die hohen Verdiinnungen machen es iiberfliissig, den 
Harn zu kliren und zu entfirben. Sollen in einem Harn mit 
starker Eigenfarbe nur Spuren Fructose bestimmt werden, so 
empfiehlt sich 10 com Harn mit etwa 2g neutralem Bleiacetat 
Bleizucker) zu schiitteln, filtrieren, 1 ccm gesittigte Natrium- 
phosphatlésung zuzusetzen und das gefillte iiberschiissige Blei 
abzufiltrieren. 


4ccm des verdiinnten Harns werden dann ebenso wie fir 
das Blut angegeben weiter verarbeitet. Als A-Wert wird bei der 
Colorimetrie destilliertes Wasser genommen. Es labt sich noch 
dmg-°/, Fructose quantitativ bestimmen. Fiir die Bestimmung 
der Gesamtreduktion hat sich die Methode von Pavy, modifiziert 
durch Kumagawa-Suto*), bewaéhrt. Die Differenz zwischen 
Gesamtreduktion und Fructose gibt dann den Glucosegehalt des 
Harns an. Durch Polarisation lassen sich die erhaltenen Werte 
gut kontrollieren. 


Zusammenfassung 


1. Die colorimetrische Fructosebestimmung mit Diphenyl- 
amin—Salzsiure in Blut und Harn eignet sich gut, wenn n-Pro- 
panol zur Farbstofflésung verwandt wird. 

2. Das Absorptionsmaximum des Farbstofis liegt bei 610 mu; 
die typischen Farbkurven beweisen fiir ihn die Giiltigkeit des 
Lambert-Beerschen Gesetzes. 

3. Die EnteiweiBung des Blutes mit Cadmiumhydroxyd ist fir 
die colorimetrische Fructose- und chemische Glucosebestimmung 
gleich gut geeignet. 
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4. Durch die Methode kann Fructose und Glucose in 1 ee, 
Blut nebeneinander mit einem mittleren Fehler von 5°) jp. 


stimmt werden. 

5. Die Eichkurve der Fructose fiir das Stufenphotometer 
wird angegeben. 

6. Im Harn kann Fructose neben Glucose mit der angegebeney 
Methode bis zu 5 mg-°/, Fructose quantitativ bestimmt werden, 
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| Eine Methode zur quantitativen Bestimmung des Bilirubins 
ebeney im Vollblut und im hamoglobinhaltigen Plasma und Serum 
verden, Von 

Max Engel 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Ziirich) 

1928, sent 
S. Jo (Der Schriftleitung zugegangen am 10, Mirz 1939) 


Kritische Betrachtung der Methoden 
zur quantitativen Bilirubinbestimmung im Blut 


Alle gebriiuchlichen Bilirubinbestimmungen fiir Plasma und Serum 
bedienen sich optischer Messungen. Es handelt sich um die Anwendung ver- 
gleichend-colorimetrischer, spektrophotometrischer, spektrophotographischer 
und absolut-colorimetrischer Messungen. Die letztere Methodik, die eine 
vereinfachte Spektrophotometrie darstellt, hat in den letzten Jahren in der 
Biochemie eine ausgedehnte Anwendung erfahren. Die MeB8genauigkeit ist 
dadurch gegeniiber der colorimetrischen Methode wesentlich verbessert 
worden {Fehler + 1°/,')]. 

Die colorimetrische Bestimmung des Bilirubins als solches ist 
wegen des Gehaltes des Plasmas an Lipochromen ungeeignet. Aus dem- 
selben Grunde kommt die Anwendung der Spektrophotometrie im Sicht- 
baren nicht in Betracht. In letzter Zeit wurde von J. Henry-Cornet und 
L. Henry’) eine spektrophotographische Methode angegeben, die auf der 
Ausmessung von fiir Bilirubin spezifischen Banden bei 2450 und 2570 A 
beruht. Eg findet aber eine Beeintrichtigung durch eine geringe kontinuier- 
liche Absorption im kurzwelligen Gebiet durch Serumstoffe unbekannter 
Natur statt (alkoholischer Auszug). 

Die Methoden, die Anspruch auf hohe Spezifitit machen kénnen, ver- 

1933), wandeln das Bilirubin in Farbstoffe, die sich zur optischen Messung besser 
eignen als der native gelborange Farbstoff. Eine kiirzlich von Heilmeyer’) 
eingefiihrte Methode wandelt das bilirubinhaltige Serum durch Zugabe von 
konzentrierter Salzsiure in eine rote Lisung um. Am verbreitetsten ist die 
vielfach modifizierte Methode, Bilirubin als Azofarbstoff nach Kupp- 
lung mit Diazobenzolsulfonsiiure zu bestimmen. Sie wurde erstmals von 
Hlijmans van den Bergh fir die Bilirubinbestimmung im Serum an- 
crew eaten Die Absolutcolorimetrie®) hat hier den groBen Vorteil gebracht, 


+ &. Thiel, Ber. chem. Ges. 68, 1015 (1935). 

mie *) Bull. Acad. roy. Méd. Belg. 23, 697 (1937). 

*) Biochem. Z. 296, 383 (1938). 

*) Der Gallenfarbstoff im Blut, Leipzig 1928. 

*) L. Heilmeyer u. W. Krebs, Biochem. Z. 225, 352 (1930). 
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daB8 die Anwendung eines Vergleichsstandards, dessen Herstellung ung 
Konstanthaltung mit erheblichen Schwierigkeiten verbunden ist, iiberfliissis 
wird. Im allgemeinen wird die optische Messung nach Fallen des Serum. 
eiweibes im alkoholischen Extrakt ausgefiihrt. Besonders bei der Anwesep. 
heit von ,,direktem“ Bilirubin wird eine Adsorption an das ausfallende 
Eiweii beobachtet. Die meisten Abweichungen von dem urspriinglichey 
Vorgehen bezwecken die Vermeidung dieses Fehlers®’), Der Bilirubinazo. 
farbstoff verhilt sich wie ein Indicator®*). In schwachsaurer Lésung 
(py = etwa 3) ist er rosafarben und geht bei zunehmender Aziditii 
(Py; = etwa 1,5) in seine rein blaue Form iiber. Halbwertstufe py, = 2,45°), 
Die Veriinderung der Extinktion in Abhingigkeit von der Wasserstoffionen. 
konzentration ist am geringsten bei stark saurer Reaktion. Es empfiehlt sich 
deshalb die Messung in stark salzsaurer Loésung °). 

Der Mechanismus der Diazoreaktion, der ihre Spezifitit fiir 
die Bestimmung von Bilirubin verstiindlich macht, ist von H. Fischer und 
H. W. Haberland”) geklirt worden. Bei der Reaktion entsteht ein Gemisch 
von 2 Farbstoffen. Diazotierungsversuche an Mesobilirubinesterhydrochlorid 
mit Benzoldiazoniumchlorid zeigten, dafi der Diazotierung eine hydrolytische 
Spaltung neben der Methylengruppe vorangeht, und daf die Anlagerung 
des Diazoniumsalzes an das 4’- bzw. 5’ C-Atom erfolgt. Entsprechend der 
asymmetrischen Anordnung der Seitenketten des Bilirubinmolekiils ent- 
stehen 2 Oxypyrromethen-azofarbstoffe. Mesobilirubin wurde im Blut nie 
gefunden. Bis jetzt sind im Blut keine Stoffe beschrieben worden, die im 
sauren Milieu kuppelnd, mit Diazoniumsalzen eine mit dem _ Bilirubinazo- 
farbstoff zu verwechselnde Verbindung geben. Immerhin handelt es sich 
nach den obigen Ausfiihrungen um eine fiir bilirubin nur beschrinkt spezi- 
fische Reaktion. 

In Seren von Urimie-Patienten wurde mit der Hijmans van den 
Bergschen Reaktion ein brauner Diazofarbstoff erhalten? '”). 


Die fiir klinische und biochemische Zwecke gebriuchlichen 
Bilirubinbestimmungsmethoden !*) im Blut werden fiir das Serum 
bzw. Plasma angegeben. Im Schrifttum finden sich keine be- 
sonderen Angaben iiber die Bilirubinbestimmung in Vollblut oder 
stark himoglobinhaltigen Fliissigkeiten. Und doch ist zur be- 
arbeitung des Blut- und Gallenfarbstoff-Stoffwechsels die Bilirubin- 
bestimmung in dieser Richtung auszubauen. 


6) J.S. Thannhauser u. E. Andersen, Dtsch. Arch. klin. Med. 137, 
179 (1921). 

’) Jendrassik u. Czike, Z. exper. Med. 60, 554 (1928). 

*) A. Krupsky u. F. Almasy, Biochem. Z. 279, 424 (1935). 

*) A. Thiel u. H. Logemann, Biochem. Z. 284, 347 (1936). 

1°) Diese Z. 232, 246 (1935). 

1) C.H. Andrews, Lancet 206, 590 (1924). 

2) L. F. Hewitt, Biochemic. J. 19, 171 (1925). 

‘S) Zusammenfassungen in IF. Rappaport: Mikrochemie des Blutes, 
Wien u. Leipzig 1935, S.171; J. P. Peters u. M. M. van Slyke: Quant: 
tative Clinical Chemistry, London 1932, S. 913. 
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Es war naheliegend, eine der fiir Serum gebriuchlichen 
Methoden auf das Vollblut oder das himoglobinhaltige Serum 
anzuwenden. J. R. Peters?*) bestimmt Bilirubin im Serum mittels 
des Spektrophotometers. 

Ich versuchte seine Methode auf das Vollblut anzuwenden, 
jedoch unter Benutzung des Zeiss schen Stufenphotometers. Nach 
Peters wird ein alkoholischer Auszug des Serums in iiblicher 
Weise mit Diazoreagens versetzt und die Messung nach Zugabe 
yon konzentrierter Salzsiure ausgefiihrt. Nach Alkoholfallung des 
Blutes und Diazotierung des alkoholischen Extraktes war es mir 
unmdglich, das Bilirubin im Vollblut des Menschen quantitativ 
mit dem Stufo zu bestimmen. Die Blutkérperchen scheinen beim 
FallungsprozeB mit Alkohol das Bilirubin dem Nachweis durch 
die Diazoreaktion zu entziehen. Dieselbe Beobachtung konnte 
in teilweise hAmolysiertem Rinder- und Pferdeblut gemacht werden. 
Das Bilirubin verschwindet wihrend der Fillung des Himoglobins. 
Wird statt Alkohol aber Aceton als Fallungsmittel benutzt, so 
ist der Bilirubinverlust wesentlich geringer. Niheres vegl.?°). 

Wie ich feststellte, wird das Bilirubin durch Oxydation zer- 
stirt, wobei das Oxyhiimoglobin als Sauerstoffiibertriiger wirkt. 
Durch Schiitteln des Blutes mit CO, vor der Fiallung konnte nim- 
lich die Bilirubinabnahme wesentlich zuriickgedringt und durch 
Behandlung mit Kohlenmonoxyd fast vollstiindig verhindert werden. 
Die gleiche Wirkung hat Ascorbinsiure als reduzierende Substanz. 
Optimale Ergebnisse wurden bei Sittigung des Blutes mit Kohlen- 
monoxyd und Zugabe von Ascorbinsiure erhalten, und zwar zeigen 


. sich die besten Resultate bei Zugabe von 0,5 ccm m/20-Ascorbin- 


siure zu 5 cem Vollblut. Bei Benutzung gréBerer Mengen wird 
die Diazoreaktion verzégert, und die Resultate werden zu niedrig. 

Die Zugabe von Natriumcyanid zum Vollblut vor der Fallung 
mit Aceton kann die oxydative Zerstérung des Bilirubins nur 
unbedeutend zuriickdriingen. Die Vergiftung der eisenhaltigen 
Oxydationsfermentsysteme des Blutes geniigt nicht, um das Ver- 
schwinden des Bilirubins beim FiallungsprozeB des Biutes zu 
verhindern. 

Auf dieser Grundlage habe ich eine Methode zur Bili- 
rubinbestimmung im Vollblut und himoglobinhaltigem 
Plasma und Serum ausgearbeitet und nachgepriift. 


‘) Biochem. Z. 262, 432 (1933). 
. *) M. Engel: Die plasmatische Bilirubinbildung, Dissertation med. 
Ziirich 1985. 
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Prinzip: Umwandlung des Oxyhimoglobins in Kohlenoxydhiimog|obiy. 
Zugabe von Ascorbinsiure als stark reduzierende Substanz zur Vermeidung 
der Oxydation des Bilirubins beim Ausfillen des Himoglobins. Eiweiffiilluno 
durch Aceton. Messung des acetonischen Auszuges im Stufenphotomete; 
mit Filter 857 vor und nach Diazotierung. Berechnung der Bilirubinmenge 
aus den beiden dabei ermittelten Extinktionskoeffizienten unter Beriick. 
sichtigung der Verdiinnung und Zugrundelegung des fiir salzsaure acetonische 
Lésungen des Bilirubin-Azofarbstoffes ermittelten Absorptionsverhiiltnisse; 
(0,84-10—°) (Ausfithrung vgl. Versuchsteil). 

Vom urspriinglich angegebenen**) Mengenverhiiltnis: 5 cem Blut auf 
25 ccm mit Aceton aufgefiillt, bin ich aus folgenden Griinden abgekommen: 
Es zeigte sich bei einzelnen Bestimmungen eine nicht unwesentliche Triibung 
des Acetonauszuges. Diese lieB sich zwar meist durch Zugabe von Ather 
beheben, es trat aber hiiufig eine Entmischung der acetonisch-wiBrigen und 
der Ather-Phase auf, die die quantitativen Verhiiltnisse unsicher gestaltete, 
Diese Schwierigkeiten lieBen sich durch Verdiinnen des Blutes mit Aceton 
auf 50 cem beheben. 


Nachpriifung der Methode und Ermittlung der Fehlergrenze 

Die folgenden Angaben betreffen die im Versuchsteil mit- 
geteilten Ergebnisse meiner Bestimmungen an Menschen- und 
Pferdeblut. Die ermittelten Bilirubinwerte liegen zwischen 0,315 
und 1,66 mg-°/,. Es zeigt sich, daB durch das beschriebene Vor- 
gehen das Bilirubin vollstiindig gegen die oxydative Zerstirung 
durch den ausfallenden Blutfarbstoff geschiitzt werden kann. Ich 
habe die Kignung und Zuverliissigkeit der Methode durch 3 Reihen 
von Versuchen gepriift: 

1. Durch vergleichende Bestimmung des Bilirubingehaltes 
im Plasma und einer Mischung von Plasma mit gewaschenen Blut: 
kérperchen (,,Vollblut“). (In einer Blutkérperchen-,lésung* konnte 
bei verschiedenen Bestimmungen mit der beschriebenen Methode 
nie Bilirubin nachgewiesen werden.) 

2. Durch Zugabe von Bilirubin in sodaalkalischer Lisung 
zu Vollblut. 

3. Durch vergleichende Bestimmung in himolysiertem und 
nicht himolysiertem Vollblut. 

Der mittlere Fehler wurde aus 17 Versuchen mit + 0,12; 
entsprechend + 0,014 mg-°/, ermittelt. Die Fehler schwankeu 
zwischen + 4,2 und — 10,2°/,, baw. + 1,55 und — 2,2 7. 


Versuchsteil 
Bilirubinbestimmung in Vollblut, hamoglobinhaltigem Serum 
oder Plasma 


1. Reagentien. Aceton, mit KMn0O, gekocht, abdestilliert, mit K,C0, 
geschiittelt und abdestilliert. 
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elobin Diazoreagens. Lésung I: 5g Sulfanilsiiure reinst (Merck), 50 ccm 

neidung f konzentrierte 37 °/,ige HCl, destilliertes Wasser auf 1000 cem. Lésung II: 

fiillune 0,5°/,ige Lésung von chemisch reinem Natriumnitrit (Merck). Mischung: 

tometer 10 eem Lésung I + 0,1 cem Lésung II. 

nmenge Konzentrierte Salzsiure, spezifisches Gewicht 1,19 = 37 °), ig. 

Beriick. 

onische 2. Bestimmung des Absorptionsverhaltnisses (4) des Bilirubin. 

Itnisses Azofarbstoffes in salzsaurer, acetonischer Lésung mit Filter 8 57 
des Stufo. 

lut auf A= C/K, 

ymmen: C' = Bilirubin-Konzentration g/cem, 

‘riibung K = Extinktionskoeffizient 

1 Ather ideale log D ; 

enund §& - 

staltete. D = Durchlissigkeit (abgelesener Wert), 

Aceton s = Schichtdicke. 


, 1,59—2,34 mg zur Konstanz getrocknetes Bilirubin*) werden in 100 cem- 
Ze Mebkolben mit 10 cem 2 °/,iger Natriumcarbonatlésung gelést und mit frisch 
abgekochtem und wieder abgekiihltem, destilliertem Wasser bis zur Marke 





























1 mit. aufgefiillt. 5cem Bilirubinlésung in 25 cem-MeBkolben, dazu 15 cem Aceton, 
- und l1cem Diazoreagens und nach 10 Minuten 1 ccm konzentrierte HCl, Auf- 
0,315 fiillen mit Aceton bis -zur Marke. Messung im Stufo Filter $57, Schicht- 
e Vor- dicke 0,988 em gegen Aceton, z. B. 
Or 159 - 0,988 ; 
torung 1e= 0,00 59-0,988 _ 0.938 + 10-5. 
1. Ich 100 + (— log D) 
Xeihen meena _— 
EKinwage Bilirubin Einwage Bilirubin 
—_ © Gef. A ° Gef. A 
shaltes mg | in eem mg in cem : 
) Blut: ~ mace — a 
159 | 100 0,938- 10-5 2,16 100 0,888 - 107° 
— | 0,889 107° 0,830-10-° 
ethode | 0,877- 10-5 0,847+10-° 
0,929-10-° 0,836 - 10-5 
po 2,34 | 100 0,773 -10- 1,59 100 0,857+10-° 
| 0,759-10-° | 0,81 1-107 
| 0,753-10-5 0,857- 107% 
D und 0,787-10-° | 0,950-10-5 
216 -10-5 TS Re nie egg cr acnigtanls  eaaaaineaamaiaaanaia 
” 2,16 | 100 ae Bilirubin = oe 
sme | | 0705 «10-8 itte 0,859-10 
ranken Yr ier a Ree oe 
. Bilirubin Siedel . a a yo 
Mittel 0,830+10-° Absorptionsverhiltnis A = 0,84-10 
_ 3. Ausfihrung. 5 cem Vollblut (himoglobinhaltiges Plasma oder 
m Serum) werden in 50 cem-MeBkélbchen mit CO faus Ameisensiiure und 
K,C0, *) Herrn P. D. Dr. Siedel, Miinchen, und der Chem.-Pharmazeut. A.-G. 


liomburg danken wir fiir die Uberlassung des Bilirubins. 
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konzentrierter Schwefelsiiure bereitet’*)} unter 3 maliger Erneuerung de; 
Gases geschiittelt. Hierauf Zugabe von 0,5 ccm m/20-Ascorbinsiure (Roche), 
auffiillen bis zur Marke mit Aceton. Dann wird durch ein Papierfilte; 
(Schleicher & Schiill Nr. 602 oder 689 III (Blauband)] filtriert und die Dure}. 
lissigkeit des Filtrates im Stufenphotometer mit Filter 857 in Kiivettey 
von 1—5 em Schichtdicke (s) gegen Aceton gemessen (D,). Nun werdey 
20 cem des Filtrates in 25 cem-Mebkélbchen gegeben, mit 2 cem frisch 
gemischtem Diazoreagens versetzt und 10 Minuten stehen gelassen. Darauf 
wird mit 1ecem konzentrierter Salzsiiure und Aceton bis zur Marke auf. 


gefiillt. Jetzt erfolgt die 2. Messung im Stufenphotometer (D,). 
Berechnung. C = (K,-12,5 — K,-10)-A g Bilirubin in cem. 
K, = Extinktionskoeffizient des acetonischen Auszuges vor Diaz. 


, ™ — log D 
tierung (Verdiinnung 1:10) = -— Bat, 
K, = Extinktionskoeffizient des acetonischen Auszuges nach Diazo- 


tierung (Verdiinnung 1: 12,5) = 


Beispiel. Trommelablesungen: D, = 87,9 °/,, Dy = 61,7 °/,; s=2em. 





,  (— 10g 0,617-12,5 — log 0,879- 10 
Om j — : - - —— ). 0,84+10- g/cem , 


C = 0,867- 10-5 g/eem = 0,867 mg-°/, . 


Nachpriifung der Methode und Ermittlung der Fehlergrenze 


1. Durch Bestimmung in einer genau bekannten Mischung von 
Plasma und ausgewaschener Blutkorperchen-Suspension in physio- 
logischer Kochsalzlosung = ,,Vollblut“. 50 cem Voliblut mit 0.5 
K-Oxalat werden zentrifugiert und das Plasma abpipettiert. 5 maliges 
Waschen der Blutkérperchen mit je etwa 75 ccm physiologischer Kochsalz- 
lésung. Im letzten Waschwasser ist kein Bilirubin mit der Diazoreaktion 
im Stufenphotometer mehr nachzuweisen. Mischen gleicher Teile Blut: 
kérperchen-Suspension und Plasma. Bestimmung wie oben, in 5ceem,, Vollblut". 























| Bilirubin in 
5 com ,Volibiug® | Fehler, beroge 
5eem Plasma (Blutkdrperchen- auf 5 cem Vollblut 
in mg-°/, Plasmamischg.) 1:1 in 7 
| in mg-°/, 
1,28 | 0,65 +0,5 
Pferd 3,40 | 1,66 a" 
2,00 | 1,00 0 
0,87 | 0,45 +0,75 
ene 0,90 0,46 +0,5 


1°) L. Moser, Reindarstellung von Gasen, S. 110, Enke, Stuttgart 1920. 





































ng deg 
Roche), 
ierfiltey 
Durch. 
livetten 
werden 
. frisch 
Darauf 
Ke aut. 


Diazo- 


Diazo- 


ie 


@ von 
hysio- 

0,5 g 
raliges 
chsalz- 
aktion 

Blut- 
Iblut“. 


gwen 
lblut 


t 1920. 








Methode zur quantitativen Bestimmung des Bilirubins im Vollblut usw. 8] 


2. Durch Zugabe von Bilirubinlésung zum Vollblut (Mensch, 
1°, K-Oxalat). Bilirubin Homburg in 1°), Sodalésung gelést. 

















‘Bilirubin 
re i “ | od Cigale Fehler 
Bilirubinzusatz, Sollwer wr 
5 cem Voll- | V | in 5 ecem 
5eem \ oll pete ey Vollblut + a" 
blut allein umgerechnet |Bilirubinzusatz, are y 
in mg-"/o in mg-"/, in mg-"/ sates 
0315 | 0,480 | 0,748 | 0,745 +0,15 
0336 | 0402 | 0,769 0,738 +1,55 
0,450 | 0,330 0,769 0,780 — 0,55 
0457 | 0823 | 02778 | 0,780 —0,1 
0,476 0288 | 0,729 | 0,764 1,75 
0,481 0,251 0,735 0,732 +0,15 


3. Durch vergleichende Bestimmung in nicht hamolysiertem 
und in hamolysiertem Vollblut. (Mensch, 1°/, K-Oxalat). Himolysiert 
wird durch Zugabe von 1 cem peroxydfreiem Ather in das der Bestimmung 
dienende MeBkélbchen. Nachher Entfernen des Athers im Vakuum. 











Bilirubin in 
1 | 2 Fehler 
nicht himoly- | himolysiertem ; 
siertem Vollblut | Vollblut y in 5 ccm 
in mg-°/, | in mg-°/, 

0,407 | 0,410 +0,15 
0,433 | 0,421 —0,6 
0,466 | 0,448 —0,9 
0,429 | 0,385 —2,2 
0,414 | 0,413 — 0,05 
0,428 | 0,421 —0,85 





Mittlerer Fehler in 5 cem Vollblut = + 0,72 y = + 0,014 mg-°/,. 
Fehlerbreite: +1,55 y bis —2,2 7 bzw. +0,031 bis — 0,044 mg-°/,. 


Nachtrag bei der Korrektur 


R. Weidenhagen [Z. angew. Chem. 52. 243 (1939)] hat soeben 
bei der Reaktion von Toluoldiazoniumsulfat mit Ascorbinsiure fest- 
sestellt, daB unter Dehydrierung und Sprengung der Doppelbindung 
in der Ascorbinsiure ein Oxalsiiureester der 1-Threonsiiure ent- 
steht, wiihrend das Diazoniumsalz iiber Tolyldiimin zu Tolyl- 
hydrazin reduziert wird. Als Endprodukt konnte Tolylhydrazido- 
oxalester des 1-Threonsiiurelactons und zwar in fast quantitativer 


















892 Engel, Methode zur quantitativen Bestimmung des Bilirubins usy, 


Umsetzung gefaBt werden. Diese Befunde geben eine gute Ey. 
klarung fiir meine Beobachtung, daB Ascorbinsiure die Ehrlich. 
sche Diazoreaktion stéren kann [vgl. 8. 77 und *), 8. 61). Von 
mir wird zur Vermeidung der Oxydation des Bilirubins Ascorbip. 
siure zugegeben. Wurde in den Vorversuchen mehr als 0,5 ccy 
m/20-Ascorbinsiiurelésung zu 5 ccm Vollblut gegeben, so kounte 
nicht mehr alles Bilirubin mit der Diazoreaktion bestimmt werden, 
Durch vermehrte Zugabe von Diazoreagens erfolgte in gewissen 
Grenzen die Bilirubin-Diazoreaktion wieder quantitativ. Demnac} 
diirfte also das Benzolsulfonsiiurediazoniumchlorid eine de 
Weidenhagenschen analoge Reaktion mit Ascorbinsiure ein. 
gegangen und dadurch zum Teil der Kupplung mit dem Bilirubin 
entzogen worden sein. Die Weidenhagensche Reaktion stort bei 
Kinhaltung der von mir gewiihlten Bedingungen die quantitative 
Bestimmung des Bilirubins nicht. 
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Uber Tripyrrene’) 
Von 


Hans Fischer und Herbert Reinecke 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Miirz 1939) 


Vor kurzem?) berichteten wir iiber Azofarbstotie der Kopro- 
neoxanthobilirubinsiiure, dargestellt durch Vereinigung vom Azo- 
farbstotf des Opsopyrrolcarbonsiiurealdehyds mit Oxy-opsopyrrol- 
carbonsiure. Damit war die Reaktionsfahigkeit der Methingruppe 
der Oxy-opsosiure festgestellt, und es lag nahe, sie mit Pyrrol- 
aldehyden, insbesondere mit in @-Stellung gebromten Aldehyden 
in Reaktion zu bringen. Es war so eine Methode fiir die Ge- 
winnung von Brom-oxy-pyrromethenen zu erwarten. 

Als Aldehyde wurden zunichst verwandt 5-Brom-4-methyl- 
3-iithyl-2-formyl-pyrrol und 5-Brom-3-methyl-2-formyl-pyrrol- 
4-propionsiiure. Bei der Kondensation mit Oxy-opsopyrrol-carbon- 
siiure entstand eine intensive Rot-Violettfirbung und nach der 


chromatographischen Reinigung konnten prachtvoll krystalli- 
sierte Farbstoffe erhalten werden. Die Analysenresultate waren 


iberraschend. Der Bromgehalt war auffallend niedrig. Nicht 
Brom-oxymethene waren entstanden, sondern gebromte ‘Tripyrrene 
entsprechend folgendem Konstitutionstyp, wobei die Stellung der 
Doppelbindungen willkirlich angenommen ist. 


{ Gromramesetcnscnee paceman os 6 


|| S 
ey Ce gee 
N N NH 


Ks muBte also 1 Mol Oxy-opsopyrrolcarbonsiure mit 2 Mol 
Bromaldehyd reagiert haben. Damit stimmte auch gut die Tatsache 


_‘) 25, Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 24. Mitteilung, 
Diese Z, 258, 248 (1989). 
*) H. Fischer, H. Reinecke u. H. Lichtenwald, Diese Z. 207, 
193 (1939), 
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iiberein, daB der bei Verwendung von 5-Brom-4-methy]-3-: thy]. 

2-formy)- pyrrol erhaltene Kérper nach der Veresterung nur ei; 
Methoxyl enthielt. Der Reaktionsmechanismus der Oxy-tripyrren. 
bildung ist schon nach diesen Resultaten mit groBer Wabrsclieip. 
lichkeit der folgende. Zuerst tritt ein Brom-oxymethen folgende 
Formulierung auf: 


H, ‘me ) H,Cyy-— CH, 

Lie C=" — L Jae | 

YN NH *) PS = CH,CH,COOH, 

In diesem muB das Bromatom iiuBerst labil sein. Labiliti 

in Brom-oxymethenen wurde vor kurzem?) beschrieben, und offen. 
sichtlich ist das auch hier der Fall, indem nunmehr ein zweites 


Molekil Bromaldehyd unter Kliminierung des Bromatoms konden- 
siert zum gebromten Oxy-tripyrren folgender Formulierung: 


= s H.C, (CH, H,C, ‘tj 
II | | | | 
OH CH —. Jn, 


N NH 
Falls diese Konstitutionsauffassung richtig ist, cbié durch 
Kondensation von Bromaldehyden mit Kérpern vom Typ der Neo- 
xantho-bilirubinsiure ahnliche violette Produkte erhalten werden 
in folgendem Sinne: 











< 1 iw | 
N NH H NH 
. Y 
a _ a 
OH. === CH = CH —4_ Br 
ms N NH 


Dies war tatsiichlich der Fall. Die Kondensation ging auber- 
ordentlich glatt vonstatten zu sehr krystallisationsfreudigen Vel- 
bindungen. Wir stellten folgende Kérper dar: Das Kondensations- 
produkt von Neo-xantho-bilirubinsiure mit 5-Brom-4-methy!- 
3-iithyl-2-formyl]-pyrrol: 





H,C——=C,H, H,C—=PSM* HC, —,CH, 

I | | | | 
HOW /——co——. - ——cu——_!|_ Jr 

N N NH 


masta *) PSM = CH,CH,COOCH;. 
1) H. Fischer u. A. Stachel, Diese Z. 288, 121 (1939). 
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Sithvi. | zu bezeichnen als 1’-Oxy-6’-brom-1,3,6-trimethyl-2,5-diathyl-tri- 
nur a : pyrren-4- propionsiiuremethylester, weiter durch Kondensation von 











ipyrren. fe Neo- xantho-bilirubinsiure mit 5-Brom-3-methyl-4-ithyl-2-formyl- 
rschein. i oo den 1’-Oxy-6’-brom-1,3,5-trimethyl-2, 6-diithy|-tripyrren- 
vender ME 4-pr eigen mlael 

H,C—=—C.H, 7] —=PS§M H, 

IV | us 

| N N Nt 
OOH. fF ..4 durch Kondensation von Neo-xantho-bilirubinsiure mit Brom- 
abilitit JF opsopyrrolearbonsiiurealdehyd den 1’-Oxy-6’-brom-1,3,5-trimethyl- 
d offen. JF 2-\thyl-tripyrren-4,6-dipropionsiiuremethylester: 
aweiles H,C C,H; H,C===PSM H,C;—PSM 
konden- V | “UU 

i Be. | ‘é. 

: N N NG 


3 : ‘4 
Ferner wurden die entsprechenden Isomeren durch Konden- 


- sation von Iso-neo-xantho-bilirubinsiure mit obigen 3 Brom- 
aldehyden gewonnen: 














n durch H,C,——=CH, H,C-——=PSM H,C,,—CH, 
er Neo. & | | | 
waits HOW }——cH——_._}—-—-cu—__|__ Jr 
N N NH 
Hoy —=CH, H,C-—==PSM H,C-— GH, 
Vi | | | 
_ zz 
HOW ca —__J——cu——\ Jar 
N N NH 
H,C,—= * H,C-——=PSM ee 
VIE | | | 
HOW ——CH—_—_._|-—-cn Br 
N N NH 


Atio-neo-xantho-bilirubinsiiture kondensierte mit 5-Brom- 
| +-methyl-3-athyl-2-formyl-pyrrol zu 1’-Oxy-6’-brom-1,3,6-tri- 











-auBer- ; 
n Ver @ wethyl-2,4,5-tridthyl-tripyrren folgender Formulierung: 
sations- & H,C——(C,H, H,C——C.H, H,C,,—_CH, 
methyl- IX | | a 
’ OH VU a a i CH -- \ Br 
N N. NH 


DaB die aus Oxy-opsosiiure mit Bromaldehyden erhaltenen 
Aorpe r zur gleichen Klasse wie die aus Neo-xantho-bilirubinsiiure 
wid Bromaldehyden gehérten wurde bewiesen, indem einmal Oxy- 
 °psopyrrolearbonsiiure mit dem Bromaldehyd der Opsopyrrol- 
carbonsiiure (OH und CH, stehen benachbart in «,f-Stellung) zur 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 259 T 
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Reaktion gebracht wurde und dann die Kopro-neo-xantho-)jj. 
rubinsdéure!) mit dem gleichen Bromaldehyd. Die erhalteney 
Kérper waren identisch: 





H,C= i H,C——=PSM a ae li 
cK 2 | oa I | 
HOW ca. —-—cu——_!_ Jer 
N N NH 


Damit ist das oben angefiihrte Reaktionsschema bestiitix, 
Es handelt sich um Oxy-brom-tripyrrene, wie auch die Molekular- 
gewichtsbestimmung zeigte. [hre weitere Bearbeitung ist im Gange, 
Insbesondere sollen Dioxy-tripyrrene hieraus gewonnen werden, 
auch die Vereinigung zu Bis-Oxy-tripyrrenen unter Bromaustrit 
wird wohl médglich sein. Angesichts der groBen Tendenz zu 
Tripyrrenbildung kénnte auch ihr Vorkommen im Organisinw 
moéglich sein. Es wird in dieser Hinsicht das Studium de 
weiteren Dehydrierungsprodukte von Interesse sein. 

Wie schon erwihnt, sind diese Tripyrrene intensiv violet 
gefirbt. Ihre Lésung gab nun mit Zinkacetat in Alkohol und 
Ammoniak intensive Rotfluorescenz und Blaufarbung. Das dabei 
auftretende Spektrum war identisch mit dem aus Bilirubinoiden 
mit Zinkacetat, Ammoniak und Jod erhaltenen, also dem der 
violetten Gmelinstufe entsprechenden Zinksalzspektrum (vgl. 8. 8°. 

H. Fischer und H.W. Haberland?) erhielten durch kin- 
wirkung von Perhydrol auf Opsopyrrolcarbonsiiure die Oxy-ops0- 
siure. Vor kurzem*) zeigten wir, daB neben ihr auch Iso-oxy- 
opsosiure entsteht. Nahe lag es, die Perhydrolreaktion aw 
Opsopyrrol zu iibertragen. Bei der Vakuumdestillation des Reak- 
tionsproduktes erhielten wir ein Destillat und einen krystallisierten 
Riickstand. Die Analyse des Riickstandes ergab die Summen- 
formel C,H,ON, vielleicht hat sich folgende Verbindung gebildet: 


H,C C,H, H,C,==CH, 


Lo 


OL. = Rn ee ie 
NH NH 








Das Destillat sollte in Analogie zum Oxydationsergebnis «et 
Opsopyrrolcarbonsiiure ein Gemisch der beiden Oxy-opsopyrrole 





1) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 210, 139 (1932). 

*) Liebigs Ann. 528, 273 (1937). 

| 3) H. Fischer, H. Reinecke u. H. Lichtenwald, Diese Z. 2‘. 
189 (1939). 
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darstellen. Bei der Kondensation mit 5-Brom-3-methy]l-2-formyl- 
pyrrol-4- propionsaure entstand wieder, wie immer, intensive 
Violettfirbung, und es konnte ohne Anwendung der chromato- 
craphischen Methode bereits ein krystallisierter Ester erhalten 
werden, welcher nach einmaligem Umkrystallisieren bei 178° 
schmolz und nach seinen Kigenschaften mit Koérper V identisch 
sein koénnte. Ob im Ausgangsmaterial — wie zu erwarten — ein 
Gemisch von 5-Oxy-4-methyl-3-iithyl-pyrrol und 5-Oxy-3-methyl- 
4-ithyl-pyrrol enthalten ist, muB die weitere Untersuchung zeigen. 
Natiirlich sind wir bemiiht, weitere Umsetzungen herbeizufiihren, 
insbesondere die Formylverbindung zu erzeugen, die, falls in 
einigermaBen guter Ausbeute erhiltlich, die Synthese der Neo- und 
der Iso-neo-xantho-bilirubinsdure erheblich vereinfachen miiBte 
und gleichzeitig die Frage zur Entscheidung bringen wiirde, ob 
zwei isomere Oxy-opso-pyrrole enstanden sind. 

Bei der Kupplung von Oxy-opsosiiure mit Diazobenzolchlorid 
wurde ein gut krystallisierter Kérper erhalten, dessen Analyse 
auf einen Bis-Azofarbstoff stimmte. Folgende Formulierungen 
kiimen fiir die freie Base in Frage: 











H,C_——PS H,C;-——,PS H,C-——=PS 
H.C.-N=N al ets CH nal - CH. HOW (cN=N-CoH; 
es ee — al is ee SS ™N=N-C,H; 
Xi N-N=N-C,H, N 
XII 


Die nahere Aufklirung ist im Gange. Auch bei der Kupp- 
lung von Oxy-opsopyrrol erhielten wir einen hnlichen Bis-Azo- 
farbstoff. 

Vor kurzem wurde durch Resorcinschmelze von Bilirubin die 
Vinyl-neo-xantho-bilirubinsiure?) folgender Konstitution erhalten: 


H,C——CH-CH, _H,C;—PS 








XII | | 
HO. -———-CcH-—___ JH 
N NH 


Wir versuchten auch hier, durch Kondensation mit Brom- 


aldehyden zu Tripyrrenen zu kommen und erhielten im Falle des 


Brom-opsopyrrolcarbonsiiurealdehyds den 1’-Oxy-6’-brom-2-vinyl- 
|,3,5-trimethyl-tripyrren-4,6-dipropionsiuremethylester und durch 
ondensation mit 5-Brom-4-methyl-3-ithyl-2-formyl-pyrrol den 


') H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 268, 9 (1939). 


a * 


‘ 
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1’-Oxy-6’- brom-2-vinyl-1,3, 6-trimethyl-5-athyl-tripyrren-4-propion- 
siuremethylester: 

















H,C==— CH=CH H,C=—=PSM H.C, PSM 
eee 3 | 2 3 | 3 z 
HO, 0 = CH Br 
N N NH 
H,C-——CH=CH, HAG —==PSM H,C, CH, 
XV | | ' | 
HOW. /———CH-—_.__ +———coh—__Jr 
N N NH 


Interessant ist das Zinksalzspektrum. Im Vergleich mit dey 
entsprechenden Athyl- statt Vinyl-tragenden Verbindungen beob- 
achtet man eine deutliche Rotverschiebung der Vinylkérper. Die 
folgende Figur gibt eine Ubersicht tiber die Zinksalzspektren 
einiger Tripyrrene und Bilirubinoide (bei Bilirubinoiden wurde 
vorher mit Jod oxydiert): 

640 630 620 610 600 590 580 





1 Bilirubin | 
2 Synth. Divinylbilirubin *) )| 
Dihy dro-Bilirubin 2 °) 
Synth. Vinyl- Glaukobil.")| | 
Kérper XIV | 

| 

| 


oOo om mem Ee 


Mesobilirubin 


“1 


Korper X 











Ks gelang aufer Bromaldehyden noch andere e-Pyrrol- 
aldehyde zur Kondensation zu bringen. Mit jedem untersuchten 
a-stindigen Pyrrolaldehyd, z. B. «-Pyrrolaldehyd, Kryptopyrrol- 
aldehyd, 2,4-Dimethyl-3,5-diformylpyrrol und Opsopyrrolcarbon- 
siiurealdehyd, wurden violette Lisungen erhalten, die mit Zink- 
acetat Rotfluorescenz, Blaufiirbung und charakteristischen, spektro- 
skopischen Befund gaben. Jodzusatz bewirkt allmihliches Aui- 
treten des Urobilinstreifens und Verschwinden der Rotfluorescenz. 
Die Urobilinfluorescenz ist nur schwach ausgebildet. 

Daraus geht hervor, daf die Zinkacetatreaktion eine all- 
gemeine Reaktion auf o_ -tripyrrene ist, die entweder eine freie 
Methingruppe, eine gebromte oder eine methylierte Methingruppe 
enthalten. 


1) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 258, 9 (1939). 
*) H. Fischer u. H. W. Haberland, Diese Z. 252, 236 (1935). 
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ErwartungsgemiB trat auch Tripyrrenbildung auf, als Formyl- 
neo-xantho-bilirubinsiiure mit @- oder @, «’-freien Pyrrolen konden- 
siert wurde. Auffallenderweise kondensierten @-freie Methoxy- 
methene mit Bromaldehyden nicht zu violetten Farbstoffen. Dies 
erinnert an die groBen Schwierigkeiten, in den Brommethoxy- 
p yromethenen das zweite Bromatom auszutauschen!). Vielleicht 
sind die dort beschriebenen negativen Versuche nur durch den 
vorhandenen OCH,-Rest bedingt. Auf jeden Fall sollen die bis 
jetzt negativ verlaufenen Versuche mit den freien Oxymethenen 
wiederholt werden. 

Die Beobachtung, da «-freie Methoxymethene nicht zu 
violetten Farbstoffen zu kondensieren sind, steht im Kinklang 
mit der Tatsache, da8 Bilirubinoide mit OCH,-Gruppen bei der 
Gmelinschen Reaktion nur bis zur Griinstufe dehydriert werden. 
Auch die Reaktion mit Zinkacetat und Jod ist bei den methoxy- 
lierten Bilirubinoiden negativ. Hiernach diirfte die violette Stufe 
der Gmelinschen Reaktion wahrscheinlich durch Tripyrrenbildung 
bedingt sein, denn. es ist schon lange bekannt, dab im weiteren 
Stadium dieser Reaktion nur noch eine deutliche, aber schwache 
Urobilinreaktion auftritt, und auch damit stimmt das Verhalten 
der Tripyrrene iiberein (vgl. auch S. 88). 

Gegen diese Reaktionsdeutung ist anzufiihren das Spektrum 
der Zinkacetatreaktion beim Bilirubin und einem Divinyl-Bili- 
ibinoid. Wie die Figur zeigt, ist in beiden Fillen eine starke 
otverschiebung eingetreten, und nachdem Korper 4, der nur 
eine Vinylgruppe enthalt, deutlich nach Blau verschoben ist, 
kinnte man bei der Gmelin- bzw. Jod-Reaktion von 1 und 2 
zu der SchluBfolgerung kommen, dab im Reaktionsprodukt noch 
2 Vinylgruppen enthalten sind. Die Entscheidung kann nur ge- 
fiullt werden durch die Isolierung der violetten Stufe bei der Oxy- 
dation des Bilirubins und Mesobilirubins und ihre Konstitutions- 
aufkliirung. 

Bei der Behandlung von e@-freien Oxymethenen, wie Neo- 
oder Jso-neo-xantho-bilirubinsiure, mit konzentrierter Salzsiiure 
oder Bromwasserstoftsiure wurde Violettfiirbung beobachtet. Die 
chromatographische Untersuchung zeigte einen violetten und einen 
blauen Farbstoff an. Im Falle der Iso-neo-xantho-bilirubinsiure 
erwies sich der blaue Farbstoff als Glaukobilin Ifa. Der andere 
violette, gut krystallisierte Farbstoff gab die fiir die violette 


mn 
D 
dt 


') H. Fischer u. A. Stachel, Diese Z. 258, 121 (1989). 















































90 Hans Fischer und Herbert Reinecke, 


Gmelinstufe sowie Tripyrrene charakteristische Zinksalzreaktioy, 
Nebeneinander wird also Glaukobilin (vierkerniges Gebilde) und 
Tripyrren gebildet, ein Zeichen dafiir, wie enorm gro8 die Tenden; 
zur Bildung dieser beiden Farbstofitypen ist. Offenbar tritt ejy 
totaler Zerfall eines Oxypyrrolkernes ein, der Veranlassung gibi 
zur sekundiren Synthese der genannten Farbstoffe. Dies wird 
bestiitigt durch weitere Méglichkeiten, zu Tripyrrenen zu gelangen, 
So erhielten wir aus der einige Zeit gestandenen Hisessigmutter. 
lauge, die bei der Bromierung der 3-Methyl-4-athyl-5-formyl. 
pyrrol-2-carbonsiure abfillt, durch chromatographische Analyse 
ein krystallisiertes Tripyrren, dem folgende Konstitution zu. 
kommen muB: 


H,C—-C,H, ioe, H,C,—CH, 

XVI | | | | } | 
HOW CH a CH — SBr 

N N Ni 





wobei die Lage der Doppelbindungen und /-Seitenketten nich: 
fixiert ist. 

Als Nebenprodukt entsteht hierbei ein Atioglaukobilin uni 
hieraus ist verstindlich, daB die Analyse noch keine gut stimmen- 
den Zahlen gab, aber durch den hohen Bromgehalt steht doch 
eindeutig fest, daB die Reaktion tatsiichlich in der Hauptsache 
zum Tripyrren gefihrt hat. Die Untersuchungen werden fort: 
gesetzt. 

Interessant ist die Verschiedenheit, mit der die Neo-xantho- 
bilirubinsiiure mit Aldehyden reagiert: Bei Formaldehyd, Acet- 
aldehyd sowie aromatischen Aldehyden, wie Benzaldehyd, o-Nitro- 
benzaldehyd und p-Dimethylaminobenzaldehyd?) reagieren 2 Mol 
Neo-xantho-bilirubinséiure mit 1 Mol Aldehyd unter Bildung eines 
bilirubinoiden Kérpers. Dagegen reagieren bei Pyrrolaldehyden 
1 Mol Neo-xantho-bilirubinsiure mit 1 Mol Aldehyd unter Bildung 
eines ‘T'ripyrrens. 

Die Tripyrrene stellen ein empfindliches Reagens auf Zink 
dar. Anwesenheit von Aluminium stért nicht. 1 mg Zinkacetat 
in 1 Liter Wasser konnte noch mit Sicherheit nachgewiesen werdet 
durch die auftretende Blaufiirbung und Rotfluorescenz sowie das 
charakteristische Spektrum. Besonders geeignet zum Zinknach- 
weis sind Kérper XIV und XV. 


1 H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 193 (1930). 
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Versuche. 


Kondensation von Oxy -opsopyrrol -carbonsaure mit 5-Brom- 
4-methyl-3-athyl-2-formyl-pyrrol zu 1’-Oxy-6’- brom-1,4,6-trimethy]- 
3 5-diathyl-tripyrren-2-propionsauremethylester. 2 Mol obigen Brom- 
aldehyds und 1 Mol Oxy-opsopyrrol-carbonsiure wurden in Methylalkohol 
und 48°/,iger Bromwasserstoftsiiure 24 Stunden stehen gelassen. Die 
Lisung hatte sich violett gefiirbt. Nun wurde in Chloroform gegossen, 
ausgewaschen, eingeengt und das Chloroform durch Methanol verdriingt. 
is trat Krystallisation ein. Gereinigt wurde durch Extrahieren mit Chloro- 
form und Verdringen des Chloroforms durch Methanol. Rubinrote Rhomben 
mit grimem Oberfliichenglanz. Schmelzp. 200°. Zur Analyse wurde mit 
Methanol extrahiert und bei 60° im Vakuum getrocknet. 

4,620 mg Subst.: 10,202 mg CO,, 2,570 mg H,O. — 38,798 mg Subst.: 
0,299 cem Ny (21°, 705mm). — 3,364 mg Subst.: 1,930 mg AgJ. — 4,049 mg 
Subst.: 1,476 mg Agbr. 


C,,H,,0,N,Br (500,1) 


Ber. C 59,99 H 6,04 N 8,40 OCH, 6,20 Br 15,98 
Gef. ,, 60,22 »» 6,238 »» 8,48 » 6,81 i SEG 


Mit Zinkacetat in Methanol tritt Blaufiirbung, Rotfluorescenz und 
folzendes Spektrum auf: 


Il. 576; 


Mit Mineralsiiuren tritt Blauviolettfiirbung ein. Aus iitherischer Lisung 
lift sich der Farbstoff schon mit verdiinnter Salzsiiure ausziehen. Mit 
Zink-Eisessig wird er orange. Die Lésung 1liBt sich im Gegensatz zum 
Ausgangsmaterial mit Diazoniumchloridlésung kuppeln. Schén_ krystalli- 
sierte dunkelgriine Rhomben mit griinem Oberfliichenglanz. Schmelzp. 209°. 
Mit Gemlins Reagens erhilt man aus der mit Zink-Eisessig reduzierten 
Lisung den violetten Farbstoff zuriick. 


I. 626; Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 


Kondensation von Oxy-opsopyrrol-carbonsaure mit 5-Brom- 
3-methyl-2-formyl-pyrrol-4-propionsaure zu 1’-Oxy-6’-brom-1,3,5-tri- 
methyl -tripyrren -2,4,6-tripropionsaure-trimethylester. Die Konden- 
sation wird wie vorher ausgefiihrt. Rote Nadeln vom Schmelzp. 185° Zur 
Analyse wurde mit Methanol extrahiert und bei 50° im Vakuum getrocknet. 


4,360 mg Subst.: 9,036 mg CO,, 2,081 mg H,O. — 4,127 mg Subst.: 
0,255 cem N, (21°, 717 mm). — 4,128 mg Subst.: 4,750 mg AgJ. — 4,912 mg 
Subst.: 1,810 mg AgBr. 

C,,H,,0,;N,Br (616, 1) 
Ber. C 56,48 H 5,55 N 6,82 
Gef. 5 06,52 9) O04 yy 6,77 


Zinksalzspektrum: I. 627; Il. 576; Reihenfolge der Intensitaten: I, IT. 


OCH, 15,10 


AC 
7 15,99 


Br 12,97 
, 12,63. 


Kondensation von Neo - xantho-bilirubinsaure mit 5-Brom- 
4-methyl-3-athyl-2-formyl-pyrrol zu 1’-Oxy-6’-brom-1,3,6-trimethy]l- 
2,5-diathyl-tripyrren-4-propionsdauremethylester. 290 mg Neo-xantho- 
bilirubinsiiure und 220 mg Bromaldehyd wurden '/, Stunde in Methanol und 
4s" )iger Bromwasserstoffsiure unter RiickfluB gekocht. Dann wurde in 
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Chloroform gegossen, ausgewaschen, eingeengt und das Chloroform durc) 
Methanol verdriingt. Rote, schief abgeschnittene Prismen vom Schmely. 
punkt 207°. Ausbeute 360 mg. Zur Analyse wurde mit Chlorofor, 
extrahiert und das Chloroform durch Methanol verdriingt. Bei 50° wurde 
im Vakuum getrocknet. 


4,828 mg Subst.: 2,576 mg CO,, 2,190 mg H,O. — 3,993 mg Subst. 
0,304 cem N, (20°, 700 mm). — 4,148 mg Subst.: 2,185 mg AgJ. — 3,651 ing 
Subst.: 1,288 mg AgBr. 

C,;H,,0,N,Br (500,1) 
Ber. C 59,99 H 6,04 N 8,40 OCH, 6,20 Br 15,48 
Gef. ,, 60,34 5 5,66 5» 8,24 ‘ 6,77 » 1601. 


In seinen Reaktionen gleicht es den Kondensationsprodukten ai; 
Oxy-opsosiiure vollkommen. 

Die Molekulargewichtsbestimmung in der Apparatur von Bobransky 
und Sucharda ergab bei einer Einwage von 36,9 mg in 8,20 g Chloro. 
form (k = 8,88) gelést eine Siedepunktserhéhung von 0,036°. 


Ber. 500,1 Gef. 486. 


1’- Oxy-6’- brom -1,3,5-trimethy] -2,6-diathyl-tripyrren-4-propion 
saure-methylester. 290 mg Neo-xantho-bilirubinsiure und 210 mg 5-brow: 
3-methy]-4-ithyl-2-formyl-pyrrol wurden mit Methanol und Bromwasserstot 
siiure kondensiert. Ausbeute 350 mg. Schmelzp. 197°. Schief abgeschnittene 
Prismen. Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert, das Chloroform 
durch Methanol verdringt und bei 50° im Vakuum getrocknet. 


4,610 mg Subst.: 10,205 mg CO,, 2,360 mg H,O. — 3,690 mg Subst. 
0,283 cem N, (20°, 707 mm). — 4,986 mg Subst.: 2,462 mg AgJ. — 6,332 mg 
Subst.: 2,303 mg AgBr. 

C,;H3;,0,N,Br (500,1) 
Ber. C 59,99 H 604 N840 OCH, 6,20 Br 15,98 
Gef. ,, 60,37 ,, 5,73 ,, 8,31 » 6,52 yy 15,50. 


1’-Oxy-6’- brom -1,3,5- trimethyl -2-athyl-tripyrren-4, 6-dipropion 
saure-dimethylester. 290 mg Neo-xantho-bilirubinsiure und 260 | 
5-Brom-3-methyl-2-formyl-pyrrol-4-propionsiure wurden in Methanol uné 
Bromwasserstoffsiiure kondensiert. Ausbeute 350 mg. Schmelzp. 1S:. 
Rote, schief abgeschnittene Prismen. Zur Analyse wurde mit Chloroform 
extrahiert, das Chloroform durch Methanol verdringt uad bei 50° im Vakuun 
yetrocknet. 

4,648 mg Subst.: 9,950 mg CO,, 2,240 mg H,O. — 3,387 mg Subst. 
0,241 cem N, (18°, 707 mm). — 3,994 mg Subst.: 3,448 mg Agu. 
C,,H,,0;N,Br (558,1) Ber. C 58,05  H 5,77 N 7,53 OCH, 11,10 

09,0% 


‘ 
Gef. 98 ”? 5,39 39 7,76 33 l 1.41 ' 


Kondensation von Iso-neo-xantho-bilirubinséure mit 5-Brom 
4-methyl -3-athyl-2-formyl-pyrrol zu 1’-Oxy-6’-brom-2,3,€-trimethy! 
1,5-diathyl-tripyrren - 4 - propionsauremethylester. 290 mg Iso-nev 
xantho-bilirubinsiure und 220 mg Bromaldehyd wurden durch Kochen 1 
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Methanol und 48 °/, iger Bromwasserstoffsiure kondensiert. Fast rechtwinklige 
Prismen vom Schmelzp. 180°. Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert, 
das Chloroform durch Methanol verdrangt und bei 50° im Vakuum getrocknet, 


3,890 mg Subst.: 8,588 mg CO,, 2,079 mg H,O. — 3,690 mg Subst.: 
0,284 cem N, (25°, 713 mm). — 3,998 mg Subst.: 2,082 mg AgJ. — 4,470 mg 
Subst.: 1,690 mg AgBr. 


C,;H,,0,N,Br (500,1) 


Ber. C 59,99 H 6,04 N 8,40 OCH, 6,20 Br 15,98 
Gef. ,, 60,21 » 5,96 » oat » 6,88 ,, 16,09. 


1’- Oxy -6’-brom -2,3,5-trimethyl1-1,6 -diathyl-tripyrren-4-propion- 
sauremethylester. Iso-neo-xantho-bilirubinsiiure und 5-Brom-3-methyl- 
4-ithyl-5-formyl-pyrrol werden wie vorher in Methanol und Bromwasserstoft- 
siure kondensiert. Schief abgeschnittene Prismen vom Schmelzp. 172°. 
Leicht léslich in Methanol. Zur Analyse wurde aus Methanol umkrystallisiert 
und bei 59° im Vakuum getrocknet. 


3,743 mg Subst.: 8,273 mg CO,, 2,053 mg H,O. — 38,791 mg Subst.: 
0,294 cem N, (23°, 713 mm). — 5,516 mg Subst.: 2,798 mg AgJ. — 4,438 mg 
Subst.: 1,678 mg AgBr. 

C,5;H;,0;N,Br (500,1) 

Ber. C 59,99 ° H 6,04 

Gef. ,, 60,28 5, 6,14 


N 8,40 OCH, 6,20 
» 8,89 » 0 


Br 15,98 
16,18. 


1’- Oxy -6’- brom - 2,3,5 -trimethy]-1-athyl-tripyrren-4, 6-dipropion- 
saure-dimethylester. Iso-neo-xantho-bilirubinsiiure und 5-Brom-3-methyl- 
2-formyl-pyrrol-4-propionsiiure werden wie vorher in Methanol und Brom- 
wasserstoffsiure kondensiert. Schief abgeschnittene Prismen vom Schmelz- 
punkt 130% Leicht léslich in Methylalkohol. 


1'-Oxy-6’- brom-1,3,6-trimethyl-2,4,5-triathyl-tripyrren. 280 mg 
Atio-neo-xantho-bilirubinsiiure und 200 mg 5-Brom-4-methy1-3 -iithyl-2-formy]- 
pyrrol werden durch Kochen in Methanol und 48°/,iger Bromwasserstoft- 
siiure kondensiert. Schief abgeschnittene Prismen vom Schmelzp. 218°. 
Schwer léslich in Methanol. Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert, 
das Chloroform durch Methanol verdringt und bei 50° im Vakuum getrocknet. 


4,544 mg Subst.: 10,430 mg CO,, 2,490 mg H,O. — 3,339 mg Subst.: 
0,291 cem N, (20°, 720 mm). — 4,602 mg Subst.: 2,008 mg AgBr. 
C,.H,,ON,Br (442,1) Ber. C 62,43 H 6,38 N 9,50 Br 18,0 

Gef. ,, 62,60 »» 6,13 >> 9,62 »» 18,57. 

_ 1-Oxy-6’-brom-1,3,5- trimethyl -tripyrren-2,4,6-tripropionsaure- 

tri-methylester. 3800 mg Kopro-neo-xantho-bilirubinsiiure und 210 mg 

»-Brom-3-methyl-2-formyl-pyrrol-4-propionsiiure werden wie vorher konden- 

siert, Schief abgeschnittene Prismen vom Schmelzp. 187°. Mischschmelzpunkt 

mit dem Kondensationsprodukt aus Oxy-opsopyrrol-carbonsiiure und Brom- 
opsopyrrol-carbonsiure-aldehyd (185°): 186°, also keine Depression. 


Oxy-opsopyrrol. 25 g¢ Opsopyrrol wurden mit 80 cem Pyridin ver- 
mischt und 25 cem Perhydrol hinzugegeben. Dann wurde auf 50—60° 
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erwiirmt und im Laufe von 6 Stunden weitere 25 cem Perhydrol in Portione, 
hinzugegeben. Nach 10 Stunden wurde das Pyridin abdestilliert und da, 
zuriickbleibende Ol der Vakuumdestillation unterworfen. Bei 150° (12 my 
ging ein farbloses Ol iiber, das in der Vorlage alsbald erstarrte. Als dies: 
Fraktion fast vollstiindig itibergegangen war, erstarrte der im Kolben ye; 
bleibende Riickstand trotz einer Olbadtemperatur von 220° zu einer kry. 
stallinen Masse. Sie wurde mit Methanol angerieben, filtriert und ay 
Methanol umkrystallisiert. Farblose, schief abgeschnittene, lange Prismey, 
Bis 300° kein Schmelzpunkt. 


4,490 mg Subst.: 11,026 mg CO,, 2,870 mg H,O. — 3,918 mg Subst.: 
0,410 eem N, (24°, 717 mm). 


C,4H,,O.N, (236,1) Ber. C 66,92 H 7 
Gef. ,, 66,98 y ae » 14,85. 


Der Korper kondensiert mit Bromaldehyden nicht. Er gab weder 
Ehrlich- noch Zinkacetat-Reaktion. 

Das Destillat, welches bei 150° im Vakuum iiberging, hatte cinen 
Schmelzp. 62°. 

Kupplung von Oxy-opsopyrrol. Oxy-opsopyrrol wurde mit Methiy!- 
alkohol vermischt und mit einer wiifrigen Benzol-diazoniumchlorid-Lisung 
4 Tage im Eisschrank stehen gelassen. Nach etwa 12 Stunden trat Gelb- 
firbung der Lésung ein, die sich im Laufe der Zeit immer mehr vertiette. 
Dann krystallisierten gut ausgenildete Prismen aus. Sie wurden dure 
Umkrystallisieren aus Methanol-Salzsiiure gereinigt. Schmelzp. 170°. 

Die freie Base in Chloroform ist gelb und schliigt auf Zusatz von 
konzentrierter Salzsiiure nach Blau um. Verdiinnte Siiure bewirkt Orange. 
firbung. 


Kupplung von Oxy-opsopyrrol-carbonsaure. Oxy-opsopyrrol-carbou- 
siiure wurde in Methanol gelést und mit einer wiBrigen Benzol-diazonium- 
chlorid-Lésung 4 Tage im Eisschrank stehen gelassen. Die ausgeschiedenen 
Krystalle wurden in Chloroform geliést, die Lésung mehrmals ausgewaschen, 
mit Diazomethan verestert, eingeengt und das Chloroform durch Methanol 
verdriingt. Auf Zusatz einiger Tropfen konzentrierter Salzsiiure krystalli- 
sierte der Azofarbstoff aus. Schmelzp. 206° Zur Analyse wurde wit 
Chloroform extrahiert, das Chloroform durch Methanol verdriingt und der 
Azofarbstoff durch Zugabe von etwas konzentrierter Salzsiiure zur Krystalli 
sation gebracht. Bei 50° wurde im Vakuum getrocknet. 


4,980 mg Subst.: 10,680 mg CO,, 2,279 mg H,O. — 8,118 mg Subst.: 
0,460cem N, (17°, 717 mm). — 2,480 mg Subst.: 0,770 mg AgCl. 


C,,H,,0,N,Cl (427,6) Ber. C 58,93 H 5,17 N 16,38 Cl 8,30 


Gef. ? 58,49 99 0,12 ”? 16,38 ” 7,68. 


Die freie Base in Chloroform ist gelb, auf Zusatz von konzentrierter 
Salzsiiure schligt sie nach Blau um. Verdiinnte Siuren bewirken Orange 
fiirbung. 
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Kondensation von Oxy-opsopyrrol mit 5-Brom-3-methy]-2-formyl- 
yrrol-4-proplonsaure. 1 Mol Oxy-opsopyrrol wird mit 2 Mol Bromaldehyd 


| ‘1 Methanol und etwa 55°/,iger Bromwasserstoffsiiure '/, Stunde unter 
 RiickfluB gekocht. Die Lésung schligt rasch nach Violett um. Sie wird 
‘, Chloroform gegossen, ausgewaschen, eingeengt und das Chloroform durch 


Methanol verdriingt. Schief abgeschnittene Prismen vom Schmelzp. 178°. 
Mischschmelzpunkt mit 1’- Oxy -6’- brom -1,3,5- trimethyl - 2 -dithyl - tripyrren- 


4,6-dipropionsdure-dimethy lester (184°): 180°, mit 1’-Oxy-6’- brom -2,3,5-tri- 


methyl-1-iithyl-tripyrren- 4, 6-dipropionsiure-dimethylester (130°) : 130°. 


1’-Oxy-6’- brom-2-vinyl-1,3,6-trimethy1-5-athyl] -tripyrren-4-pro- 
pionsiuremethylester. 1 Mol Vinyl-neo-xantho-bilirubinsiiure und 1 Mol 
5-Rrom-4-methyl-3-iithyl-2-formyl-pyrrol werden durch Kochen in Methanol 
und Bromwasserstoffsiiure kondensiert. Aufarbeitung wie iiblich. Schief 
abgeschnittene Prismen, fast Rhomben vom Schmelzp. 191°. Zur Analyse 
wurde mit Chloroform extrahiert, das Chloroform durch Methanol ver- 
dringt und bei 50° im Vakuum getrocknet. 


3,588, 4,380 mg Subst.: 7,927, 9,609 mg CO,, 1,693, 2,170 mg H,O. — 
8.788 mg Subst.: 0,287 cem N, (22°, 705 mm). — 4,124 mg Subst.: 1,894 mg 
AgJ. — 3,537 mg Subst.: 1,364 mg AgBr. 


C,,H,,0,N,Br. (498, 1) 
Ber. C 60,23 H 5,66 N 8,43 OCH, 6,34 Br 16,04 
Gef. ,, 60,25, 59,84 ,, 5,28, 5,54 ,, 8,13 6,07 ,, 16,41. 


Zinksalzspektrum: I. 635; II. 582. 


Reihenfolge der Intensitéten: I, II. 


1’. Oxy-6’- brom -2-viny1-1,3,5-trimethyl-tripyrren-4, 6-dipropion- 
saure-dimethylester. 1 Mol Vinyl-neo-xantho-bilirubinsiiure und 1 Mol 
5-Brom-3-methyl-2-formyl]-pyrrol-4-propionsiiure werden wie vorher konden- 
siert. Sehmelzp. 156°. 


4,625 mg Subst.: 9,860 mg CO,, 2,210 mg H,O. — 3,714 mg Subst.: 
0,257 cem N, (21°, 713 mm). — 3,999 mg Subst.: 3,235 mg AgJ. — 4,019 mg 
Subst.: 1,429 mg AgBr. 


C,,H;,0,N,Br (556,1) 
Ber. C 5826 H5,43 N7,55 OCH, 11,14 Br 14,37 
Gef, ,, 58,14 ,, 5,35 ,, 7,54 , 10,69 4, 15,13. 


Isolierung eines violetten Nebenproduktes bei der Bromierung 
von 3-Methyl-4-athyl-5-formyl-pyrrol-2-carbonsaure. Die bei der 
Bromierung abfallende Eisessig-Mutterlauge wurde nach 24 stiindigem Stehen 
in Chloroform gegossen, ausgewaschen und an Aluminiumoxyd chromato- 
graphiert. Ein roter Farbstoff wird wenig zuriickgehalten. Nach Ver- 
driingen des Chloroforms durch Methanol krystallisierte er in schief 
abgeschnittenen Prismen vom Schmelzp. 216°. Neben dem roten Farbstoff 
War ein blauer vorhanden (Glaukobilin), der nicht vollstiéindig von ihm 
chromatographisch abgetrennt werden konnte. Infolgedessen ergab die 
Analyse auch keine ganz genau stimmenden Werte. 
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4,342 mg Subst.: 10,240 mg CO,, 2,440 mg HO. — 3,752 mg Sul. 
0,339 cem N, (23°, 720 mm). — 3,501 mg Subst.: 1,363 mg AgBr. 


C.,;H,,ON,Br (442,1) Ber. C 62,48 H 6,38 N 9,50 Br 18007 
Gef. ,, 64,32 ,, 6,29 ,, 9,90 ,, 1637. 


Behandlung von Iso-neo-xantho-bilirubinsaure mit Bromwasse 
stoffsaure in Methanol. Iso-neo-xantho-bilirubinsiure wird in Methano 
suspendiert und mit viel 48°/,iger Bromwasserstoffsiure versetzt. Nac) 
lingerem Stehen oder nach dem Erwirmen fiirbt sich die Lésung violet 
Nun wird in Chloroform gegossen, ausgewaschen und an Aluminiumosy; 
chromatographiert. Ein roter Farbstoff wird wenig zuriickgehalten, 
krystallisiert nach Verdriingen des Chloroforms durch Methanol in kleine, 
gut ausgebildeten Wiirfeln vom Schmelzp. 125°, Mit Zinkacetat trat di 
fiir Tripyrrene charakteristische Reaktion ein. Zur Analyse reiclite dj 
Material nicht aus. Starker adsorbiert wurde bei der Chromatographie ein 
blauer Farbstoff. Er erwies sich als das Glaukobilin der Iso-neo-xantho. 
bilirubinsiiure. Schmelzp. 232°. Mischschmelzpunkt keine Depression. 


Berichtigung’ 
zu der Arbeit Hans Fischer, Zur Frage des Dualismus (és 
Blutfarbstofis. Diese Z. 259, I. 


Auf 8. II, 8. und 9. Zeile von oben: lies statt ,,ist“ ,,wiare“. 













rene 


Mg Subst 


. 


br 1807 


y» = 16,57, 


DM Wasser. 
1 Methang| 
tzt. Nach 
ing violett, 
DLUMOxXyd 
halten. e 


in kleinep, 
it trat die 
eichte dys 
raphie eiy 
€0-xantho- 
SiON. 


mus de 





finden. 
‘lichen Organismus niher zu kommen, war es notwendig, die 
Organe auf Farbstoffgehalt zu priifen. Wir sind der Auffassung, 
'daf das gelbe Pterin fiir den Menschen ein Wirkstoff ist. 
‘ yorausgesetzt, lieBen Organanalysen erhoffen, folgende 3 Fragen 
einer Beantwortung zuzufiihren: Wo wird das Uropterin gebildet? 
Wo iibt es seine Funktion aus? Gibt es, eingeschaltet zwischen 


Pyridinlésung. 
Organen ebenfalls brauchbar. Doch ist die Methode des Pyridin- 


Uber die physiologische Bedeutung des Uropterins 
Von 
W. Koschara und H. Haug 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mirz 1939) 


Vor kurzem haben W. Koschara und A. Hrubesch!) fest- 


Fgestellt, daB das Uropterin des Menschenharns nicht aus der 
| Nahrung stammt, sondern im Kérper gebildet wird. 
der Farbstoff entweder Schlacke sein wie Urobilin oder Wirk- 
_stoff wie Sexualhormone, gonadotrope Faktoren, die sich im Harn 


Es kann 


Um der Bedeutung des Uropterins fiir den mensch- 


Dies 


Produktions- und Arbeitsorgan, einen Uropterinspeicher? 
Wir haben zuniichst tierische Organe analysiert, um einen 
Uberblick tiber die Verteilung des Farbstofis im Kérper zu be- 


/ kommen und sind dann zu den wichtigeren Analysen mensch- 
| licher Organe tibergegangen. 


Methode 
Wir extrahieren die Organe mit heiBer 10°/,iger wibriger 
Kalte methanolische Salzsiiure ist bei manchen 


kochsaftes von allgemeinerer Anwendbarkeit. Aus dem Pyridin- 


_kochsaft 1aBt sich das Uropterin nicht ohne weiteres befriedigend 


mit Adsorptionsmitteln gewinnen, da die von Organ zu Organ 


| Wechselnden Mengen hochmolekularer Stoffe Adsorption und Elution 
| Storen kénnen, Deshalb wird der Pyridinkochsaft dialysiert. Das 
Dialysat erlaubt einwandfreie Anreicherung des Farbstoffs durch 


') Diese Z. 258, 39 (1939). 
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Adsorption an Bleicherde und Elution mit Pyridin. In den y 
gewonnenen Konzentraten wird das Uropterin fluorometrisch },. 
stimmt, wie von Koschara und Hrubesch!?) angegeben. 

Bei der Bestimmung wird eine Fluorescenz in sodaalkalische 
Lésung gemessen. Sie ist nach der vorausgegangenen Anreiche. 
rung fiir den Farbstoff weitgehend spezifisch. Sie kann ferne 
charakterisiert werden durch ihr Verhalten bei Natronlauge. 
zusatz. Wird dabei die Fluorescenz geléscht, so liegt Uropteriy 
vor, fehlt die Fluorescenzléschung, so handelt es sich zum gribie, 
Teil um eine andere, unbekannte Substanz. Bei farbstoffarme 
Organen ist die Zuordnung der Sodafluorescenz zum Uropterin 
unsicher. Bei ihnen sind die Werte Maximalzahlen. Die Spezi. 
fitiit der Sodafluorescenz erfihrt eine Einschrinkung. Die Far). 
stoffkonzentrate enthalten Flavin. Lactoflavin zeigt in sodi. 
alkalischer Lésung eine wenn auch schwache blaugriine Fluor. 
cenz. Ihre Messung tauscht in reinen Flavinlésungen, wenn ma 
sie als Uropterin berechnet, einen Uropterinwert vor, der ', 
des Flavins betrigt. Man wird also zunichst an eine Korrektw 
denken, die in einem Flavin—Uropteringemisch bei Pteri- 
bestimmungen '/, des Flavinwertes abzieht. Allein, wenn ma 
in Mischungen der beiden reinen Farbstoffe mit wechselnden 
Mischungsverhaltnis das Uropterin miBt, so zeigt sich folgendes 
Betragt das Verhaltnis Flavin zu Uropterin 1—3, so erhalt ma 
ohne Korrektur richtige Uropterinwerte, d. h. die Fluorescenze 
der beiden Farbstoffe addieren sich nicht, sondern mindern sit! 
gegenseitig bei dem angegebenen Mischungsverhiltnis gerade s0, 
daB die gemessene Fluorescenz der Mischung gleich ist de 
Fluorescenz der einen Komponente, niimlich des Uropterins. Be 
trigt das Verhiltnis Flavin zu Uropterin mehr als 3 bis zu ¢, 
so liBt sich das Uropterin mit befriedigender Genauigkeit ‘i 
rechnen, wenn man von dem gemessenen Uropterinwert }/,, dé 
Flavinwertes abzieht. Ist das Farbstoffverhiltnis noch mel! 
zugunsten des Flavins verschoben, so mu8 das Lyochrom vo 
Pterin getrennt werden. Das geschieht entweder durch Fillu 
des Pterins mit ammoniakalischer Silberlésung oder durch Adsory- 
tionsanalyse iiber Bleicherde. Kontrolliert man die oben 2: 
cegebene Berechnungsweise durch Messung nach Abtrennung (e 
Flavins, so zeigt sich recht gute Ubereinstimmung. Jede Uf 
pterinmessung in flavinhaltigen Lésungen verlangt somit eile 
Flavinmessung. Diese fiihren wir ebenfalls fluorometrisch aus 
der gleichen Anordnung und mit gleichem Farbfilter wie bé 
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Uropterin angegeben. Gemessen wird die griingelbe Fluorescenz 
des Flavins in verdiinnter Essigsiure. Die fluorometrische Flavin- 
hestimmung wird durch Anwesenheit von Uropterin nicht gestort. 

Zur Analyse werden eingesetzt 100—250 ¢ Organ. Grund- 
sitzlich ist die Methode auch fir kleine Mengen von 10 ¢ brauch- 
bar. Doch haben solche Kleinversuche, wenige Male durchgefihrt, 
meist etwas héhere Werte ergeben. Der Kleinversuch bedarf 
weiterer Priifung. Die tierischen Organe kamen meist schlacht- 
frisch zur Analyse. 48 stiindiges Lagern bei 5° indert an dem 
Ergebnis nichts. Die menschlichen Organe sind Sektionsmaterial 
und wurden 24—48 Stunden nach dem Tode untersucht. 


Beispiel. Rindsleber in der Latapiemiihle*) zerreiben und 210 g 
des Organbreis mit 800 cem 10°, iger wiBriger Pyridinlésung kurz auf- 
kochen. Nach dem Erkalten kolieren und Gewebsriickstiinde von Hand 
gut abpressen. Pyridinkochsaft in 2 Cellophanschliiuche (Kalle & Co.) von 
3,em Durehmesser fiillen und die Schliuche in einen mit destilliertem 
Wasser beschickten Standzylinder stellen. 2 mal 24 Stunden stehen lassen. 
Ab und zu Schliiuche bewegen. Im Riihrdialysator 1éBt sich die Dialysen- 
dauer verringern, ohne da8 bessere Ergebnisse erzielt werden. Nach be- 
endigter Dialyse AuBenfliissigkeit zur Entfernung des Pyridins im Vakuum 
destillieren. Der Cellophanschlauch kaun des éfteren benutzt werden. Das 
auf etwa °/, eingeengte Dialysat auf n/10-Salzsiure bringen, an 2 °/, Bleich- 
erde XX F adsorbieren, siurefrei waschen und mit etwa 100 ccm 10°/,igem 
Pyridin eluieren. Eluat mit Wasser auf 150 cem auffiillen. 

Flavinmessung. 2ccem des Eluats mit 8 ccm 2 n-Essigsiure ver- 
setzen und vor der Quarzlampe im Stufenphotometer mit dem Uranglas 
vergleichen. Ablesung 29. Der Flavinstandard betriigt bei unserer An- 
ordnung 0,087, d. h. das Uranglas fluoresciert so stark wie eine essigsaure 
Flavinlésung, die in 10 ccm 0,087 mg Flavin enthiilt. In den 150 ccm 
Eluat sind vorhanden 


0,087-29 150 . 
, =: me Flavin = 1,9 mg. 


Zur Uropterinmessung versetzt man 2ccm des Eluats mit 8 ccm 
n 2-Sodalésung und mibt. Ablesung 4. Uropterinstandard in unserer An- 
ordnung 0,078. Es enthalten die 10 cem Eluat demnach 


hc adsl ; a = 0,22 mg Uropterin (unkorr.). 


Das Verhiltnis Flavin zu Uropterin betriigt 8,7. Der wahre Uro- 
pteringehalt kann somit nicht durch Korrektur errechnet, sondern erst 
nach Abtrennung des Flavins ermittelt werden. Dazu werden 50 ccm des 
Eluats (= 1'/, der Gesamtmenge) durch Vakuumdestillation vom Py ridin 
befreit (Einengen auf etwa 20 cem) und mit Wasser auf 30 ccm aufgefiillt. 
Die Losung gibt man zur Adsorptionsanalyse auf eine Siiule von Bleich- 
erd ta , die 48mm Durchmesser und 10—15em Héhe hat. Man wiischt 


*) Zu oo von Wagner & Munz, Miinchen. 
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mit 60 cem Wasser nach, Flavin und Uropterin werden festgehalten. May 
entwickelt mit Boratpuffer py 9,2, wobei die Flavinzone nur etwas breite; 
wird, wiihrend das Uropterin mit einer kleinen Beimengung von Flayjy 
ins Filtrat wandert. 57 ccm Filtrat. Die Messung im Filtrat ergibt 0,09 ng 
Flavin und 0,15 mg Uropterin. Der wahre Uropteringehalt der 150 cen. 
Eluat (von dem !/, zur Adsorptionsanalyse kam) betriigt demnach 0,45 mo. 
Wir geben die Farbstoffkonzentration in Milligramm pro 1000 g Organ on 
Zu beachten ist, daB die oben erhaltenen Flavin- und Uropterinzahlen mit» 
zu multiplizieren sind, da bei der Dialyse nur die Hilfte des Gesamt. 
farbstoffs gewonnen wird. 
Das Ergebnis der Leberanalyse lautet: 


1,9- 2+ 1000 


Flavingehalt 310 = 18,0 mg, 
r , 0,45 - 2 + 1000 
Uropteringehalt - ao oe 4,3 mg. 
Ergebnisse 


Die Zahlen verschiedener Organe bei verschiedenen 'Tieren 
sind in Tab. 1 zusammengestellt. Die uropterinreichsten Organe 
sind beim Rind Leber und Niere. Es folgen Pankreas und Herz, 
Arm an Farbstoff sind Muskel, Hypophyse, Milz und Thymus, 
Wir suchen die Hauptfunktion des Uropterins dort, wo die grifte 
Farbstoftkonzentration vorkommt, also vorwiegend in Leber und 
Niere. Man konnte zunichst auch die beiden Organe als Speicher 
betrachten. Um die Speicherungsfihigkeit fiir Uropterin zu priifen, 
haben wir einem Kaninchen 5 mg des Farbstoffs, gelést in 5 ccm 
kalt gesittigter Natriumbicarbonatlésung, in die Ohrvene injiziert 
und nach 45 Minuten das Tier getétet. Die Analyse von Leber 
und Niere zeigte gegeniiber der Norm keine Abweichung. Selbst 
wenn nur ?/,, des verabfolgten Farbstoffs fixiert worden wiire, 
hatte sich das bei einem Nierengewicht von 10g und einem 
Lebergewicht von 90 g in einer Konzentrationssteigerung wi (as 
100 bzw. 10fache ausdriicken miissen. Uber das Schicksal des 
intravenés verabfolgten Farbstoffs kénnen wir nichts aussaget. 
Aus dem Versuch wird geschlossen, daB Leber und Niere nicht 
Speicher, sondern Funktionsort fiir das Uropterin sind. 

Soweit das vorliegende Material eine Aussage erlaubt, kann 
man verallgemeinern, da bei Siugern Leber und Niere die 
uropterinreichsten Organe sind. Allerdings ist bei einer solchen 
Verallgemeinerung Vorsicht am Platze. So fillt zunichst aul, 
daB Schweinepankreas geringeren Farbstoffgehalt zeigt als Rinder- 
pankreas. Insbesondere aber ist ein Unterschied bei Rinder- und 
Menschenmilz eindrucksvoll. Niheres dariiber vgl. S. 107. 
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Uber die physiologische Bedeutung des Uropterins 


Tabelle 1 


Flavin- und Uropteringehalt der Organe verschiedener Siuger 





(Gehalt in Milligramm pro 1000 g) 





Leber . 


Niere . 


Nebenniere 
Pankreas** . 


Magen, total . 
Magenmucosa 
Darm, total 
Darmmucoga . 
Lunge . 

Herz 
Skelettmuskel 
Hypophyse VL* 
Hypophyse HL* 
Milz 


Thymus ** ; 
Knochenmark * 
Schilddriise 

Hirn 

Hoden, 











Rind Schwein | Kaninchen Mensch 
Fi. | Upt. | Fl. | Upt. | FL | Upt. | FL | Upt. 
23,3 4,2 2,9/1,6 | 4,1 | 0,8% 
18,0 | 4,3 10,0 1,9 
17,0 | 2,5 — {1,2 | 4,2 | 1,5% 
13,2 | 1,5 19,7/ 5,3° |] 3,9 | 1,81 
22.0 | 17,2 | 
8,8 1,5 10,9 2,1 7,4 2,6] 1,6 | 0,6 
6,0 2,6 12,5 1,8 | 

7,6 ; 11,9 | 1,69 
— | 338%] 85 | 1,6” 
33 203°" 18 |,,02** 
Lt | Qi 0,8 0,1 1,2 | 0,5 
1,9 0,9 1,1 | 0,7 
1,9 0,8 
1,2 | 0,3 1,3 0,8 1,2 | 0,5 
0,6 0,3 
10 038 
25 0,4 
14 0,2 
3,6 0,5 
0,6 0,1 
0,3 0,1 
0,3 0,1 
0,6 0,1 — | 25 1.Milz 
1,5 | 0,2 42 ,1,4 2. , 
$4128. , 
0,2 0,1 
0,6 | 0,3 
1,2 | 0,3 
| 0,7 0,3% 
| 2,0 | 0,7% 











Hammelniere enthilt 12,2 mg Flavin und 1,9 mg Uropterin. 


Fl. = Flavin. Upt. = Uropterin. 


Notizen zu Tab. 1 


1. Vgl. dazu §S. 103. 


2. Kopf und Schwanz des Pankreas zeigen gleichen Gehalt. In 40 inter- 


nationalen Insulineinheiten = 1,6 mg krystallisiertes Insulin ist keine 
Uropterinfluorescenz zu sehen, auch nicht nach Aufkochen mit Pyridin. 
Padutin enthilt den Farbstoff nicht. Padutin zeigt in sodaalkalischer 
Lisung griine, in Natronlauge gelbe Fluorescenz. Die Fluorescenz 
erinnert an Nebennierenextrakte. 
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3. Zur Analyse kamen trockene Gewebsriickstinde aus der Fabrikatioy 
der I.G. Farben. Die Zahlen beziehen sich auf feuchte Driise y4 
sind berechnet unter der Annahme, daB die Gewebsriickstiinde 29° 
des Frischgewichtes ausmachen. 2 Menschenhypophysen haben yw; 
qualitativ gepriift. Die Fluorescenz ist so minimal, daB die Hypophys. 
als Funktions- oder Produktionsorgan nicht in Betracht kommt. Pro}ay 
und Preloban enthalten keinen Farbstoff. 

4. Vom Kalb. 

4a. Von einem totgeborenen Kalb. Wir danken Herrn Prof. Seifrie) 
vom Tierpathologischen Institut Miinchen fiir das Material. 

5. Die Analyse von Schweinehirn wurde uns nahegelegt durch eine Priya 
mitteilung von George O. Kohler, Madison, U.S.A. Wir haben jhy 
Uropterin iiberlassen, da er es fiir méglich hielt, daB ein Wachstuns. 
faktor fiir junge Ratten, der unter bestimmten Bedingungen wirksay 
ist, mit unserem Farbstoff identisch sei. Der Kohlersche Faktor jg; 
am reichlichsten in Schweinehirn, etwas weniger in der Leber yor. 
handen. Aus unseren Analysen wird man schlieBen diirfen, dab de 
Faktor und das Uropterin nicht identisch sind. 

6. Organe eines phosphorbehandelten Tieres. Das Tier bekam am 31], ]. 

und 3.II. je 0,2 eem einer 10 °/,igen Phosphor-Olivendllésung sub. 

cutan und am 10.II. die doppelte Menge ebenso. Es wurde am 14. II. 

getotet. 

Kleinversuche! Vgl. Bemerkung 8. 99. Die Werte des Kleinversuchs 

sind wohl unter sich, nicht aber mit denen des GroBversuchs ver- 

gleichbar. 

8. Vgl. Nr. 1 der Tab. 2. 

9, Vgl. Nr. 2 der Tab. 2. 

10. Vel. Nr. 3 der Tab. 2 


~1 


Rindergalle enthilt in 1000 g 0,1 mg Uropterin und 0,4 mg 
Flavin. Es ist méglich, daf das Uropterin der menschlichen 
Faeces aus der Galle, d. h. aus der Leber stammt. 

Besondere Besprechung verlangt die Nebenniere. Extrahiert 
man dieses innersekretorische Organ mit 10°/,iger wiaBriger 
Pyridinlésung, so erhailt man schmutzig-violette Lésungen, deren 
Dialysat braunviolett ist. So gewonnene Fraktionen zeigen eine 
Mannigfaltigkeit und Wandelbarkeit von Farben und insbesondere 
Fluorescenzen, die bei keinem anderen untersuchten Organ ihres- 
gleichen haben. Extraktion der Driise mit methanolischer Salz- 
siiure liefert abnliche Liésungen. Auffallend ist besonders eine 
starke gelbe Fluorescenz, die beim Versetzen mit Natronlauge 
im U.V. zum Vorschein kommt. Solche Fluorescenz ist fiir das 
Desamino-uropterin beschrieben worden?) Bei niiherer Priifung 
wurde festgestellt, daB man aus Uropterin die gelbe Natronlauge- 


*) W. Koschara, Diese Z. 250, 161 (1937). 
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juorescenz nicht mit Nitrit allein, sondern erst bei gleichzeitiger 
Kinwirkung von 2 wertigem Quecksilbersalz und Schwefelwasser- 
stoff gewinnt. Adsorptionsanalytisch ist die Nebennierenfluorescenz 
von der Fluorescenz des Uropterinderivats zu trennen. Trotzdem 
haben wir weiterhin die Méglichkeit erwogen, daB der fluores- 
cierende Farbstoff der Nebenniere ein Derivat des Uropterins 
ist. Produziert die Nebenniere eine Vorstufe, einen Grundkérper 
des Uropterins? Ist die Nebenniere die Uropterindriise? Mift 
man den Pteringehalt wie iiblich durch Bestimmung der Fluores- 
cenz in sodaalkalischer Lésung, so sieht man zuniichst nur eine 
sechwache Fluorescenz. Sie wird beim Stehen stiirker. Die Zu- 
nahme betrigt bis zu 200°/,. Der Wert der Tabelle bezieht sich 
auf 72 Stunden alte Lésungen. Der Wert steht in GinsefiiBchen, 
weil die Fluorescenzsteigerung durch Alterung und der Reichtum 
der Extrakte an anderen fluorescierenden Pigmenten die Zahl 
vieldeutig machen. Verstiirkung der sodaalkalischen Fluorescenz 
ist bei anderen Organen oder in reinen Uropterinlésungen nicht 
zu beobachten. Dies Phiinomen kann die Annahme stiitzen, dab 
die Nebenniere einé Uropterinvorstufe produziert. Die gleiche 
Erscheinung wie Rinder- und Schweinenebenniere zeigt auch die 
menschliche Driise. Versuche, die Rolle der Nebenniere fiir den 
Uropterinhaushalt zu klaren durch Untersuchung von Addison- 
harnen und epinephrektomierten Tieren, zeigen bis jetzt kein 
eindeutiges Ergebnis. In einer spiiteren Arbeit wird die Frage 
nochmals diskutiert werden. 

Bei Beginn der Arbeiten zur Frage nach der physiologischen 
Bedeutung des Uropterins war die Méglichkeit erértert worden, 
dab der Farbstoff mit dem himatopoetischen System zusammen- 
hinge. Die Harnanalysen verschiedener Krankheiten !), insbesondere 
einer Panmyelophthise gaben Veranlassung, einen solch engeren 
Zusammenhang zunichst abzulehnen. Die Analyse von rotem 
Knochenmark bestiitigt, daB das Organ als Quelle fiir das Harn- 
pterin nicht in Betracht kommt, wenn man vom Kalb auf den 
Menschen schlieBen darf. Im Rinderblut (kernlose Erythrocyten) 
und Vogelblut (kernhaltige Erythrocyten) kommt kein Uropterin 
vor, wenigstens nicht in meBbaren Mengen. In Leukocyten (50 g 
menschlicher Eiter) ist keine meBbare Menge Uropterin enthalten. 


Farbstoffgehalt in Menschenleber und -niere 


Nachdem die Analyse tierischer Organe dargetan hatte, daB 
Leber und Niere am meisten Farbstoff enthielten, haben wir 
S* 
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menschliche Leber und Niere bei verschiedenen Todesursachey 
untersucht. Wenn es zutrifft, daB in den beiden Organen yor. 
wiegend die Funktion des Farbstofis zu suchen ist, war zu hofiey, 
bei verschiedenen Todesursachen Funktionsstérungen in yer. 
schiedenem Farbstoffgehalt ausgedriickt zu finden. | 

Die Ergebnisse sind in Tab. 2 zusammengefabt. _ 


Tabelle 2 


Flavin- und Uropteringehalt in Leber und Niere des Menschen 




















(Gehalt in Milligramm pro 1000 g). (+ = miannlich; — = weiblich) 
( 
Leber Niere a: | 
Nr. Todesursache eR Ee Ey Te ie Alter 
Fl. | Upt.]| Fl. | Upt.|~'s 
1 | Schidelbruch ........ 4,1 | 0,8 1,6 | 0,6 : 
2 ss iho wae ss 2 ORI ERO LRT = 1 
38 | Cerebrale Erkrankung ... . 3,9 | 1,8 8,5 | 1,6 | + | 24 ' 
4 | Herzinfarkt, Coronarsklerose . 8,0 1,6 4,3 ,1,6 | + 4 ( 
5 | Mitralstenose, frisch entbunden | 7,1 2,0 | 4,0 | 1,7 | — | 30 , 
6 ; Pneumonie nach Oberschenkel- | % 
bruch. . .. .. | 31/23 7 89 | 28 
7 | Herzfehler, Lungenembolie, | ee 
Endocarditis . in 7,8 | 3,1 8,3 | 3,4 |] + ] 
8 | Ovarialearcinom, Kachexie . . 17,5 | 3,7 5,3 | 4,0 | — | 15 
9 | Mamma- Carcinom, Sepsis . 4,3 | 8,5 5,0} 4,2 | — | 73 : 
10 | Harnréhrenstriktur, Broncho- | F 
pneumonie, . . bath & a 7,8 | 2,9 2,6 | 1,3 + | 67 
11 Osophagus-Carcinom ss + « 93D ae 6,5 | 4,7 | + | 69 
12 | Gehirntumor. ........ | 12,4 | 6,2 6,2 | 3,8 |] + 
13 | Leukiimie... 9,4 | 5,1 3,9 | 3,1 + 1 
14 Prostatahypertrophie, Peritonitis 7,5 | 5,9 | 14,3 | 3,6 | + | 60 
15 | Atrophische Leber, Ulcus ven- | 
triculi, Magendarmblutung . 6,9 | 1,5 7,6 | 3,7 | + | 4 
16 | Senilitét, Bronchopneumonie . 3,9 | 1,8 2,9 2,5 | — | 6l ; 
17 | Cruppése Pneumonie. ... . 4,0 0,9 2,2 | 3,5 7 — | 5 
18 | Lymphogranulom. ..... . 1,4 | 3,7 55/74] — 
19 | Nephritis, Pneumonie. ... . 4,7 2,6 7,0 | 4,6 | + | 6¢4 ( 
20 | Pneumonie nach Geburt .. . 5,0 2,3 4,7 | 3,9 | — | 36 F 
21 | Mittelohreiterung, Sepsis .. . 5,4 2,8 7,8 | 8,2 ll | 
221 Tuberkulose... . 1226 28 | 220/46 | + | 40 
23 | Uterus-Exstirpation (Careinom), | i 
Lungenembolie. ..... . —j- 4,2; 0,7 | — | 94 | 
24 | Senilitat, Bronchopneumonie , —|— 4,7 | 1,2 4 | 
25 | Lebercirrhose ....... - 94/321 — | — ‘ 


§ 

Wir betrachten die Fille 1—5 als normal. 2mal liegt Tod J 
durch Trauma, 2mal Herzfehler und 1 mal cerebrale Erkrankung F « 
ohne pathologisch-anatomischen Befund vor. Der normale Uro- Fk 
pteringehalt der menschlichen Leber und Niere ist ungefil’ J | 
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gleich hoch und betragt 1,3—1,5 mg Farbstoff pro 1000 g Organ. 
\bweichungen von diesen Zahlen werden nur dort gewertet, wo 
sie mehr als 40°/, der Norm betragen. 

Kine Abhingigkeit von Alter und Geschlecht laBt sich nicht 
feststellen. 

Den normalen Werten gegeniiber sind 18 Falle mit erhéhtem 
Uropteringehalt vorhanden. Bei allen ist der Nierenwert erhdht, 
bei 15 gleichzeitig der der Leber. 3 Falle (15, 16, 17) imponieren 
durch normalen Leber- und iibernormalen Nierenwert. Das fiihrt 
dazu, die Hauptfunktion des Uropterins in der Niere zu suchen, 
wenigstens in den Fallen pathologischer Funktionssteigerung. Eine 
andere Auswertungsart der Tab. 2 liefert ein ihnliches Ergebnis: 

Ks gibt 2 Gruppen von erhéhtem Farbstoffgehalt, einmal 
leichmabige Steigerung in Leber und Niere (wenn die Werte 


_weniger als 20°/, voneinander abweichen wie in Fall 6-9) und 


zum andern divergierende Werte. In der letzten Gruppe ist bei 
den Fallen 10—14 der Leberwert stiirker erhéht als der der Niere, 


’ wihrend umgekehrt die Niere die Spitze halt in der Mehrzahl 


der Fille (15—22). Unter diesen Fillen mit ,,Nierenspitze“ sind 
6 Infektionskrankheiten (16, 17, 19, 20, 21, 22). Bei solchen 


haben Koschara und Hrubesch?) Erhéhung der Uropterinaus- 


scheidung im Harn festgestellt. Hier wird die erste Briicke ge- 
schlagen zwischen den Harn- und den Organuntersuchungen. Was 
fiir die Infektionskrankheiten gilt, trifft auch fir Magendarm- 
blutungen (Fall 15), die mit sekundirer Animie verkniipft sind 
und fiir Lymphogranulom (Fall 18) zu. Auch bei diesen Krank- 
heitsbildern fanden die Autoren Uropterin im Harn vermehrt. 
Wir verallgemeinern: Uropterinvermehrung im Harn geht einher 
mit erhéhtem Uropterinwert in der Niere. Die Messung der 
Uropterinausscheidung im Harn gibt ein Maf fiir die Intensitit 
der Uropterinfunktion in der Niere. Dabei bleibt allerdings fiir 
das ,,Ausscheidungsparadoxon“ kein Platz. Nach ihm!) ist auch 
bei daniederliegender Uropterinfunktion mit vermehrtem Erscheinen 
im Harn zu rechnen. Es ist erértert worden, daB méglicherweise 
bei lymphatischen Stérungen, bei schweren erythropoetischen 
Stirungen die festgestellte Uropterinvermehrung im Harn auf ein 


Solches Erléschen der Uropterinfunktion zuriickzufiihren ist. Nach 
den Organanalysen eines Lymphogranuloms, einer Leukimie und 


einer sekundiren Animie sehen wir von einer solchen Méglich- 
keit ab, so daB das Ausscheidungsparadoxon héchstens noch fir 
Perniciosa und Panmyelophthise in Betracht zu ziehen ist. 
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Parallelitat zwischen Harn- und Nierenwert ist auch yo. 
handen im Fall 6 (Pneumonie), 9 (Sepsis), 13 (Leukiimie), 14 (Poy. 
tonitis) Nur bei den Fallen 8, 11 und 12 (bésartige Geschwiilst, 
hatte man nach den Harnanalysen?), die in 2 Fallen von Melano. 
sarkom und einem Fall von Mammacarcinom keinen erhihte, 
Wert zeigten, einen normalen Nierenwert erwarten kénnen. Pe; 
einer solch komplexen Krankheitsgruppe wie den malignen Tumorey 
ist es einleuchtend, da8 man sowohl normale wie anormale W ert. 
finden kann. Die Schwierigkeit, an ein und demselben Mensche; 
Harn- und Organanalysen durchzufiihren, macht sich hier stiren( 
bemerkbar. Unsere Tabelle enthilt nur 1 Fall (18), ein Lympho. 
cranulom, bei dem die Gesamtanalyse méglich war. 

Wenn im Fall 10 und 24 bei Bronchopneumonie normale; 
Nierenwert auftritt, so erschiittert das die oben abgeleitete Rege! 
nicht. Denn einmal ist die Bronchopneumonie eine leichtere Infek. 
tionskrankheit und zum andern wird es von Bedeutung sein, i: 
welchem Stadium der Infektion der Patient ad exitum und damit 
die Organe zur Analyse kommen. fiir Harnanalysen gilt natiirlich 
Entsprechendes. 

Ks liegt nur 1 Fall vor (10), bei dem normaler Nierenvwer: 
mit erhéhtem Leberwert zusammenfallt. Man wird bei dieser 
Gelegenheit fragen, ob ein erhéhter Leberwert sich auch in den 
Harnfarbstoffgehalt auswirken muB. Wenn die Galle der Au: 
scheidungsweg fiir das Uropterin der Leber ist, ist es wahrschein- 
lich, daB in solchem Falle nicht der Harn sondern die Faeces 
die Uropterinverinderungen in der Leber vorwiegend widerspiegel. 
iihnlich wie beim Urobilin. 

Damit ist die Auswertung der Tab. 2 erschépft. Interessant 


wire es, festzustellen, unter welchen Umstinden die Leber melt 


Uropterin enthilt als die Niere. Das vorhandene Material litt 
eine Beantwortung noch nicht zu. 

Ausgangspunkt fiir die Bemiihungen um die physiologiscle 
Bedeutung des Uropterins war die Vorstellung, bei bestimmtel 
Krankheitsbildern regelmiBige Abweichungen von normalem Har: 
und Organwert zu finden, um dann aus den bekannten Symptomel. 
insbesondere Stoffwechselstérungen bei diesen Krankheiten av 
die Funktion des Farbstoffs zu schlieBen. Es ist festgestellt worde! 
erhéhter Farbstoffgehalt im Harn bei Infektionskrankheites. 
Stérungen des lymphatischen Systems und schweren Alteration¢! 
des roten Blutbildes. Die Leber- und Nierenanalysen zeigen bt! 


den gleichen Krankheiten, im grofen ganzen einheitlich, ele 
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Erhéhung der Uropterinkonzentration vorwiegend in der Niere. 
Daraus wird geschlossen, daB in der Regel bei den genannten 
Krankheiten vorwiegend in der Niere ein normaler Stoffwechsel- 
prozeB, bei dem das Uropterin als Wasserstoffiibertriiger wirkt, 
intensiviert ist. Welche qualitativen oder quantitativen Anderungen 
yon Fermentreaktionen sind bei den 3 Krankheitsgruppen bekannt, 
welche ist innen gemeinsam? An dieser Stelle wird man enttiiuscht. 
Die Medizin kennt noch keine Fermentsymptomatologie. Die be- 
gleitenden Fermentstérungen bei Krankheiten sind nur mangel- 
haft, die verursachenden erst in 2 Fallen bekannt (Beri-beri und 
Pellagra). Nicht aus den Krankheitsbildern kann eine Untersuchung 
wie die vorliegende Nutzen ziehen, sondern es werden umgekehrt 
unsere Ergebnisse die Krankheitsbilder nach der fermentchemischen 
Seite ergiinzen helfen. 

Eine bedauerliche Liicke weisen die Organanalysen beim 
Menschen auf. Die Feststellung, daB beim Menschen im Gegen- 
satz zum Rind die Milz ebenso reich an Uropterin ist wie Leber 
und Niere, ist erst nach Abschlu8 der Organanalysen gemacht 
worden. Bei der ersten Milz des Menschen in Tab. 1 fehlt die 
Todesursache, die zweite darf als normal angesprochen werden, 
da es sich um das Organ eines psychisch Erkrankten handelt, 
der nach Selbstmordversuch durch Kreislaufschwiche zu Tode 
kam. Es ware von gré8tem Interesse, den Uropteringehalt der 
Milz bei Infektionskrankheiten sowie Stérungen des lymphatischen 
und des himatopoetischen Systems zu untersuchen. Das um so 
mehr, wenn man sich vor Augen hilt, daB 1. bei allen Infektions- 
krankheiten eine Milzschwellung vorliegt, 2. die Milz zu den 
lymphatischen Driisen gehért und 3. dieses Organ bei der Ein- 
schmelzung und Regeneration der roten Blutkérperchen eine wesent- 
liche Rolle spielt. Die 3. Milz der Tab. 1 ist ein erstes Beispiel 
einer pathologisch veriinderten Milz. Es ist das Organ einer an 
eitriger Bauchfellentziindung Gestorbenen. Die Milz wog 285 g, 
also das Doppelte der Norm (130—150 g). Die Uropterinkonzen- 
tration zeigt keine Abweichung von dem als Norm angenommenen 
Wert der 2. Milz. Bei der doppelt so groBben Milz ist der gesamte 
Uropteringehalt doppelt so hoch wie im normalen Organ. 


Uropterin und Flavin bilden eine funktionelle Einheit 

DaB jede Uropterinanalyse eine Flavinmessung einschlieft, 
war zunachst ein notwendiges Ubel. Man kann aus der Not eine 
Tugend machen und die so gewonnenen Flayinzahlen auswerten. 
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Dabei ist zu beachten, daB unsere Methode, die die Organe mj 
wiBrigem Pyridin extrahiert, bei den Flavinen meist etwas niedrigere 
Werte liefert als bei der Extraktion mit waBriger methanolische; 
Salzsiure. Unter sich sind die Flavinwerte sehr wohl vergleichbay 
Die knappen Angaben der Literatur’) werden im groBen ganze, 
hestatigt. Dariiber hinaus geht aus unseren Zahlen hervor, dag 
Menschenleber und -niere geringere Flavinkonzentration aufweisey 
als der Durchschnitt bei den anderen Saéugern, da8 Menschenmil; 
soviel Flavin enthalt wie Menschenleber und mehr als Rindermilz 
Ein SchluB von den Flavinzahlen auf die Funktion — ihulich 
wie beim Uropterin — ist zunachst mit dem Einwand belastet, dag 
schwankender Flavingehalt der Nahrung die Organanalysen be. 
einfluBt. 

Ungeahnte Bedeutung gewinnen die Flavinwerte, wenn man 
sie mit den Uropterinzahlen vergleicht. Der Gehalt an beiden 
Farbstoffen geht annihernd parallel. Das ist so deutlich, 
daB man sich damit auseinandersetzen muf. Es kann kein Zufill 
sein, daB die héchsten und niedrigsten Farbstoffwerte jeweils zu- 
sammengehen, daB beide Farbstoffwerte in der Menschenmilz un- 
erwartet hoch sind, daB in der Leber phosphorvergifteter Kanin- 
chen mit dem hohen Uropterinwert auch ein hoher Flavinwert 
auftritt. Es gibt 2 Méglichkeiten, dieses Zusammengehen zu ev- 
klaren. Entweder hingen beide Farbstoffe chemisch zusammen, 
so daB im K@6rper einer aus dem andern entsteht. Die Chemie 
beider Pigmente laBt eine solche Deutung nicht zu. Oder beide 
Farbstoffe gehéren funktionell zusammen. Diese Erklirung mui 
zutreffen. 

Das Ergebnis ist aus 2 Griinden iiberraschend. HKinmal hitte 
man erwarten kénnen, daB bei einem Farbstofi, der mit der 
Nahrung zugefiihrt wird, eine bunte Abhiangigkeit von der 
Nahrungsaufnahme, aber nicht eine Beziehung zu kérpereigenem 
Farbstoff besteht. Wenn dem doch so ist, so heiBt das, dab 
Speicherungen von Nahrungsflavinen meist keine Rolle fiir dex 
Flavinwert der Organe spielen. Zu gleichem Ergebnis komme 
auf anderem Wege fiir Rattenorgane R. Kuhn, H. Kaltschmitt 
und Th. Wagner-Jauregg‘*). Die Ausnahmen von der Parallelitiit 
zwischen Uropterin und Flavin fihren wir auf solche (seltenen) 





8) R. Kuhn, Th. Wagner-Jauregg u. H. Kaltschmitt, Ber. chem. 
Ges. 67, 1452 (1984); A. J. Charite u. N. W. Khaustov, Biochemie. J. 2), 
34 (1935); H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 228, 105 (1933), 
*) Diese Z. 232, 36 (1935). 
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Speicherungen zuriick. Uberraschend ist das obige Ergebnis auch, 
wenn man sich den Werdegang der Uropterinforschung vor Augen 
hilt, Die fir die Isolierung des Pterins grundlegende Fluorescenz- 
erscheinung hat der eine von uns vor 5 Jahren bei Untersuchungen 
iber Harnflavine beobachtet. Der Ausgangspunkt fiir die Uro- 
pterinarbeiten liegt bei den Harnlyochromen. Der leitende Gedanke 
hei der Bearbeitung des neuen Farbstofis war, daB ein fluores- 
cierender Redoxfarbstoff, der regelmaBig und in Wirkstoffkonzen- 
trationen vorkommt, etwas ,kann“, Eine Rolle als Wasserstoff- 
iibertriiger schien plausibel. Nun miindet die Uropterinuntersuchung 
nach 5jihriger Trennung wieder in die Flavinarbeiten ein, wenn 
auch an ganz anderer Stelle. 

Uropterin und Flavin arbeiten in der Zelle zusammen. Die 
Frage nach der physiologischen Bedeutung des Uropterins ist 
gleichzeitig die nach der Rolle des Flavins. Uber Flavine liegen — 
seit ihrer Entdeckung im Jahre 1932 — mehrere 100 Unter- 
suchungen aus aller Welt vor. Uber Uropterin existieren 3 Arbeiten. 
Man kann somit erwarten, auf die Uropterinfrage vom Flavin 
Antwort zu erhalten. Das ist bisher nicht oder nur in beschriinktem 
Mabe der Fall. Lactoflavin—Phosphorsiure-ester ist als solcher 
oder als Bestandteil von Nucleotiden aktive Gruppe wasserstoff- 
iibertragender Fermente. Verbrannt werden in vitro mit Hilfe der 
Warburgschen gelben Fermente eine Anzahl Substanzen. Welche 
von diesen Fermentreaktionen dem Zellgeschehen am _ niichsten 
stehen, oder ob sie alle in gleicher Weise als Zellreaktionen gelten 
diirfen, ist unbekannt. Die allgemeine Aussage: Lactoflavin ist im 
Tierkérper Bestandteil wasserstoffiibertragender Fermente, wird auch 
fir Uropterin Geltung haben*). Der Reichtum der Leber und Niere an 
diesen Farbstoffen verlangt eine Erklirung. Eine Rolle als Speicher 
steht nicht zur Diskussion. In beiden Organen ist die Funktion 
der beiden Fermente zu suchen. In der Leber kénnte man den 
Reichtum an solchen Dehydrasen ableiten aus den vielfiltigen 
umformenden Reaktionen in dem Laboratorium des Kérpers, die 
ein starkes Fluktuieren von Wasserstoff verlangen. Die Niere als 
das Organ des gréBten Sauerstoffbedarfs kiénnte die Dehydrasen 


*) Wenn es sich herausstellen sollte, da8 nicht dem Uropterin selbst, 
sondern einer Vorstufe diese wasserstoffiibertragende Funktion zukommt, 
da mit andern Worten das Uropterin Schlacke ist eines Pterin-Co-Fermentes, 
so iindert sich an den Ergebnissen nichts wesentliches. Es bleibt der Farb- 
stoff das MaB fiir die Intensitit der ihm oder seiner Vorstufe zugeschriebenen 
Stoffwechselfunktion. 
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benétigen als Bestandteil jener Fermentsysteme, die die grofey 
Energiemengen aus dem Hauptbrennmaterial entbinden. Solche 
allgemeine Betrachtungen mégen fiir andere Dehydrasen zutreffey, 
Fiir Uropterin und Flavin dagegen fiihrt eine andere Frage weite;. 
Gibt es in Leber und Niere spezielle oxydative Stoffwechselyoy. 
giinge, die vorwiegend in diesen Organen verlaufen? 

Die allgemeine Aussage iiber die Rolle der beiden Farbstoii: 
im menschlichen Kérper kann genauer umschrieben werden dure) 
eine These, die aus Versuchen am Uropterin abgeleitet ist. ks 
spricht vieles dafiir (unveréffentlichte Versuche), daB das Uropterin 
beim Menschen ausschlieBlich oder vorwiegend sich in den oxy. 
dativen Stickstoft-Stoffwechsel einschaltet, also Co-Ferment ist der 
Dehydrierung von Aminosiiuren und Purinen. Die Regel, daf 
Uropterin und Harnsdureausscheidung parallel gehen, daf oft der 
Uropterin- und Ammoniakwert im Harn sich entsprechen, die Tat- 
sache, daB Chinin beim Kaninchen einen Uropterinsturz im Ham 
veranlaBt [Chinin hemmt den EKiweifzerfall®)], da8 Phosphor. 
vergiftung zu hohen Uropterinwerten in Kaninchenharn und 
-organen fiihrt [die Phosphorvergiftung ist mit vermehrtem Gewel)s- 
zerfall verbunden®)], daB eiweiBreiche Nahrung beim Menschen z 
leicht erhéhter Uropterinausscheidung fiihren kann, daB der Harn 
von 2 Basedowkranken normale Uropterinwerte zeigte [der erhihte 
Grundumsatz bei Basedow wird bei geniigendem Calorienangebot 
aus Kohlenhydraten und Fett gespeist, nicht aus Eiweib’)}, weisen 
dem Uropterin einen Platz vorwiegend beim Abbau von Amino- 
siuren und Purinen zu. Immer dann, wenn Gewebe, insbesondere 
Zellkerne eingeschmolzen werden, wenn der Organismus Eiweib- 
und Nucleinsiurespaltstiicke in iibernormalen Mengen oxydativ 
eliminieren oder umwandeln mu8, tritt Uropterin erhéht in Funktion, 
wird Uropterin in Organen und Harn vermehrt angetroffen. So kommt 
es bei Infektionskrankheiten mit febrilem KiweiBzerfall oder Gewebs- 
einschmelzung durch Erregerbefall zu den erhéhten W erten in Organel 
und Harn. Die Lymphogranulomatose gehért zu den fiebrigen 
Krankheiten. Die Leukiimien zeigen starke Neubildung der weien 
Formelemente des Blutes und verbunden damit reichlich Ker- 
zerfall. Allerdings ist dieser bei myeloischer Leukimie stiirker 


5) Meyer-Gottlieb, Die exper. Pharmakologie, Berlin 1933, S. 57. 

®) Meyer-Gottlieb, a. a. O. S. 561. 

7) §. Lauter u. M. Jenke, Dtsch, Arch. klin. Med. 146, 324 (1920: 
E. Krauss, Ebenda 160, 13 (1926). 
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haben jedoch wohl bei einer lymphatischen, nicht aber bei drei 
myeloischen Leukimien Uropterinerhdhung im Harn gesehen. 
Diese 3 Falle zeigten auch nur wenig erhéhte Harnsiiureausschei- 
dung. Neuere Analysen von Leukimien bestitigen Farbstofferhé- 
hung bei lymphatischer und belegen eine ebensolche Erhéhung 
bei myeloischer Leukimie. Endlich sind auch bei der Krankheits- 
eruppe der Erythropoesestérungen, die Uropterinvermehrung zeigen, 
Symptome gesteigerten Zellzerfalls bekannt. Kine ausfihrliche 
Diskussion der untersuchten Krankheitsbilder mit weiterem bisher 
nicht verdffentlichtem Material wird in einer klinischen Zeitschrift 
erscheinen. 

Die These: Das Uropterin ist beim Menschen eingeschaltet 
als Wasserstoffiibertriger vorwiegend in den oxydativen Amino- 
siure- und Purinstoffwechsel, ist durch die Ergebnisse am Uropterin 
so stark gestiitzt, da& sie uns einen recht groBen Grad von Wahr- 
scheinlichkeit hat. Es kommt hinzu, da8 auch der Fermentpartner 
des Uropterins, das Flavin, sich dem Bilde einfiigt. Unter den 
gelben Fermenten Warburgs befinden sich die d-Alanin-dehy- 
drase und die Xanthindehydrase ®), deren aktive Gruppe ein Flavin- 
adenin-dinucleotid ist. So kann auch fiir das Flavin gelten, was 
vom Uropterin gefunden wurde: Im Zellgeschehen des menschlichen 
Organismus sorgen beide fiir den oxydativen Stickstoff-Stottwechsel. 
Und ist nicht fiir das Flavin, wenigstens bei Ratten und Kiiken eine 
solche Funktion von vornherein naheliegend, da man das Flavin als 
Wachstumsvitamin kennt! Wachstum ist EKiweiB- und Purinansatz. 
Der Gedanke ist nicht von der Hand zu weisen, da die dehy- 
drierenden Fermente stickstoffhaltiger Verbindungen auch bei deren 
Synthese beteiligt sind. 

Das wesentliche Ergebnis der vorliegenden Untersuchung ist 
die Feststellung, da8 Uropterin und Flavin zusammengehdren. 
Ferner wird bedeutsam werden die Stellung der Menschenmilz 
beziiglich des Farbstoffgehalts zu Leber und Niere. Man wird 
nach dem vorstehenden erwarten diirfen, dai die Fermentfunktion 
des Flavins und Uropterins beim Menschen in den 3 Organen 
anniihernd gleich intensiv ist. Die Literatur kennt nur spirliche 
Angaben tiber den Gehalt menschlicher Organe an dehydrieren- 
den Fermenten des Aminosiure- und Purinstoffwechsels. Nach 
H. A. Krebs®) ist bei Tieren die desaminierende Kraft von Nieren 


‘) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 368 (1938). 
*) Diese Z. 217, 226 (1933). 
















































112 Koschara und Haug, Physiologische Bedeutung des Uropterins 
am gréBten. Fiir Menschenorgane liegen keine vergleichendey 
Untersuchungen vor. Doch ist bekannt, daB Purin- und Amino. 
siureabbau in der Leber und letzterer auch in der Niere stzait. 
findet. Fiir die Menschenmilz haben wir Hinweise auf Purin- und 
Aminosiuredehydrase nicht gefunden. Es gibt altere Angaben" 
die in Menschenmilz im Gegensatz zur Leber keine fermentatiye 
Purinoxydation feststellen kénnen. Doch handelt es sich dabhe; 
um 18 Stunden altes Sektionsmaterial. Wir nehmen an, daB die Mil; 
beim Menschen fiir den Aminosiure- und Purinstoffwechsel eine 
iihnliche Bedeutung hat wie Leber und Niere. Es wird versucht 
werden, dieser vermuteten Stoffwechselfunktion der Milz bein 
Menschen niherzukommen. 

Die vorliegende Arbeit gibt mehr Fragen auf, als sie beantwortet 
und das ist vielleicht kein Nachteil. Vieles ist nur angedeutet, manches 
bedarf der Erginzung, Ansitze zu neuen Experimenten sind reich. 
lich gegeben. Der Kliniker insbesondere wird fragen, ob es eine 
Aminosiure- oder Purinstoffwechselstérung gibt, die auf eine 
, Uropterinsuffizienz* zuriickzufiihren ist, um von hier aus Ansiitze 
zu therapeutischem EKingreifen zu gewinnen. Dazu gehort die Unter- 
suchung der Harne méglichst zahlreicher Krankheitsfille auf Uro- 
pterin in einer Ausfihrlichkeit, die nur der Kliniker gewihrleisten 
kann. Das wiederum verlangt eine einfachste und _ schnellste 
Analysenmethode, leichter zu handhaben als die von Koschara 
und Hrubesch mitgeteilte. Kine solche stark vereinfachte Methode 
wird in kurzem verdéffentlicht werden. 


Herrn Prof. Dr. Dietrich sowie Herrn Oberarzt Schmidt und 
Dr. Kloos vom Pathologischen Institut Tiibingen sind wir zu groBem Dank 
verpflichtet fiir die freundliche Uberlassung von Sektionsmaterial. Dank 
sagen méchten wir auch an dieser Stelle Herrn Prof. Hérlein fiir mannig- 
fache Unterstiitzung der Arbeit. 


Teile der vorliegenden Untersuchung sind einer als Dissertationsarbeit 
durehgefiihrten Versuchsreihe von cand. med. H. Haug entnommen. 

1) Schittenhelm, Diese Z. 46, 354 (1905); Jones u. Winternitz, 
Diese Z. 60, 180 (1909); Miller u. Jones, Diese Z. 61, 395 (1909). 
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Uber Mesobilifuscin, ein neues physiologisches Abbauprodukt 
des Haims bzw. Hamatins 


I. Mitteilung; Konstitution und Teilsynthese 


Von 
Walter Siedel und Hans Moller’) 


Mit 4 Figuren im Text 
(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Marz 1939) 


Wie in der nachfolgenden Abhandlung aufgezeigt wird, ist 
es G. Meldolesi, Rom, gelungen, aus den Faeces von Myopathikern 
ein neuartiges braunes Pigment zu isolieren, das seinem Vor- 
kommen entsprechend mit dem erhéhten Abbau des Muskelfarb- 
stofls in Beziehung stehen muBte. Bereits nach den ersten gemein- 
sam durchgefiihrten orientierenden Reinigungsversuchen zeigte 
sich, daB dieses Pigment eine auferordentliche Ahnlichkeit mit 
einer Substanz aufwies, die von H. Fischer’) schon 1911 bei 
der Reduktion von Roh-Bilirubin mit Natriumamalgam als Neben- 
produkt erhalten worden war und damals als ,,Kérper II“ be- 
zeichnet wurde. 

Da von diesem neuen aus Myopathiker-Stuhl isolierten Farb- 
stolf nur sehr geringe Mengen zur Verfiigung standen, schien es 
zweckmiBig, sowohl die Reinigungsmethoden wie auch die Ver- 
suche zur Konstitutionsautklirung an dem in etwas gréBerer Menge 
erhiltlichen ,,.Kérper II“ auszufiihren und sie dann auf das neue 
Pigment zu iibertragen. 

Schon H. Fischer und Mitarbeiter*) haben sich mit dem 
.Kérper II beschaftigt. Da es jedoch nicht gelang, die Substanz 
zur Krystallisation zu bringen und damit rein darzustellen, wurden 
damals die Untersuchungen zuriickgestellt. — Im Hinblick auf 
die neueren erfolgreichen Trennungsversuche von Bilirubinoiden 


') Diss. Hans Moller, Technische Hochschule, Miinchen 1939. 

*) H. Fischer, Diese Z. 73, 204, 225 (1911). 

‘! H. Fischer u. Meyer-Betz, Diese Z. 75, 232 (1911); H. Fischer 
u. P. Meyer, Diese Z. 75, 339 (1911); H. Fischer u. H. Rése, Diese Z. 82, 
91 (1912); Ber. chem. Ges. 45, 1579, 3274 (1912). 
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mittels der chromatographischen Adsorptionsanalyse*) schien ¢, 
uns nun jetzt méglich, mit dieser Methode eine Reinigung y\ 
teindarstellung des ,,Kérpers II“ zu erreichen. 

In der Tat gelang dies auch, und zwar zeigte sich, dai dey 
im friiheren Gewinnungsverfahren erhaltenen ,,Kérper II“ — aly 
dem mit Petrolither aus der Chloroformlésung des rohen Mego. 
bilirubinogens ausgeflockten amorphen Produkt — sowohl Uv. 
bilin wie Mesobiliviolin, Glaukobilin und Mesobilipurpurin be. 
gemengt sind. Da sich die Kster dieser Bilirubinoide besser 
chromatographieren lassen bzw. leichter aus dem zur Chromat. 
sraphie verwandten Aluminiumoxyd (standardisiert nach Brock. 
mann) eluierbar sind als die freien Carbonsiuren, wurde vor der 
Reindarstellung verestert, entweder mit Diazomethan oder ni 
Methanol—HCl. SchlieBlich erwies es sich auch noch als zweck. 
miBig, vor der Trennung eine Oxydation des Rohproduktes mit 
Ferrichlorid in Methanol—HCl einzuschalten. Das dem ,,Korper Il! 
anhaftende Mesobilirubinogen sowie das Urobilin werden dabei 
zu Bilirubinoiden dehydriert, die weniger stark von Al,O, adsor- 
biert werden und so eine bessere Entwicklung des Chromato- 
gramms gewiihrleisten. 

Der so reinst erhaltene Methylester des ,,Kérpers II“ konnte 
jedoch — trotz vieler Miihe — bis jetzt noch nicht zur Krystalli- 
sation gebracht werden, obwohl er sich als einheitlich erwies, mit 
einem fast konstanten Schmelzpunkt von 172—176° Die Réntgen- 
aufnahme nach Debye-Scherrer zeigte, daB auch in den Fille: 
einer augenscheinlichen Krystallisation immer noch eine amorple 
Substanz vorlag. 

Diese auffillige EKigenschaft machte es vorerst iiberhaupt frag: 
lich, ob die Substanz als Pyrrolderivat anzusprechen sei, zumal 
eine Molekulargewichtsbestimmung nach Bobransky-Sucharda 
Werte um 3000 lieferte. Auch die Analyse, die fiir C 63,9. 
H 6,97, O 20,114), N 8,63 und —OCH, 9,88°/, ergab, sprach durch: 
aus nicht fiir ein Bilirubinoid, wie man eigentlich erwarten sollte 





1) Diss. Hans MOller, Technische Hochschule, Miinchen 1939. 

*) W. Siedel, Diese Z. 257, 8 (19385). 

8) Diese Sauerstoft-Bestimmung ist, wie auch die spiiter angefiihrter, 
nach der Methode der direkten O-Bestimmung von J. Unterzaucher 
K. Birger (Ber. chem. Ges. 71, 429 (1938)] von Herrn K. Biirger durel: 
gefiihrt worden. — Wir danken auch an dieser Stelle Herrn K. Biirge! 
fiir die Liebenswiirdigkeit, ebenso fiir die freundliche Durchfithrung ¢t! 
unten angegebenen Mikro- Molekulargewichts-Bestimmung und der Zert- 


witinoff-Bestimmung mit ,,Kérper II“. 
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Zur Klarstellung der ersten Frage wurde das gereinigte 


“Material dem oxydativen Abbau mit rauchender Salpetersiiure 


anterworfen. Aus den Reaktionsprodukten konnte sowohl Methyl- 
sthvl-maleinimid (XI) wie Himatinsiure (XII) (identifiziert als 
Himatinsiiure-anhydrid) isoliert werden. Damit waren die gleichen 
Bausteine gefunden, wie sie von H. Fischer bei den Mesobili- 
rubinoiden immer erhalten worden waren und somit der Beweis 
erbracht, daB in der amorphen Substanz tatsiichlich eine Pyrrol- 
verbindung vorliegt. 


Da nun die Substanz gegeniiber den bekannten Bilirubinoiden 
auffiillige Unterschiede in den Eigenschaften aufweist, insofern, 
als sie keine der bekannten Gallenfarbstoff-Reaktionen — weder 
mit Gmelins Reagens, noch mit Dimethylaminobenzaldehyd oder 
Diazobenzolsulfonsiiure — zeigt, noch die Pentdyopentreaktion 
ci)t, muBbte sie im Aufbau wesentlich von ihnen unterschieden sein. 


Da auf dem Wege iiber eine Molekulargewichtsbestimmung 
vorerst kein AufschluB iiber die Anzahl der im Molekiil enthaltenen 
Pyrrolkerne zu erhalten war, muBte zur Lisung dieser Frage der 
Weg des kombinierten Auf- und Abbaues eingeschlagen werden. 
Die Resorcinschmelze, die z. B. beim Mesobilirubin die Spaltung 
des Molekiils in die zweikernigen Neo- und Iso-neoxanthobilirubin- 
siiuren') bewirkt, fiihrte bei ,,K6rper I/“ zu keinem neuen in wesent- 
licher Menge faBbaren Produkt. Es wurde auch nach lingerem 
Erhitzen das Ausgangsmaterial wiedergewonnen, lediglich war bei 
Verwendung des Methylesters Verseifung eingetreten. Reduktion, 
sowohl katalytisch wie mit Natriumamalgam gelang iiberhaupt 
nicht. Die braune Farbe der Liésung des ,,Kérpers II“ iinderte 
sich nicht. Es konnte auch nicht spurenweise Bildung einer 
Leukoverbindung etwa vom Typ der Bilirubin- oder Neobilirubin- 
sure bzw. des Mesobilirubinogens festgestellt werden. Lediglich 
bei der Zink—Kisessig-Reduktion trat eine Veriinderung ein; und 
zwar eine Aufhellung der Lésung. Sie fihrte jedoch zu einem 
sehr unstabilen Produkt, das leicht wieder in das Ausgangsmate- 
rial itberging, ein Verhalten, das auf das Vorhandensein einer 
reduzierbaren und reoxydierbaren Briicken-Methin-Gruppe wie in 
Dipyrrylmethenen oder auch im Urobilin bzw. Glaukobilin (im 
Sinne der Formulierung I—II) hinwies. 


') H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 195 (1930); W.Siedel u. 
ll. Fischer, Diese Z. 214, 145 (1938). 
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N I NH NH II NH 

Mit Riicksicht auf die geringen vorhandenen Substanzmenge, 
wurden die Versuche jedoch nach dieser Richtung nicht fort 
gesetzt, zumal auch nicht zu erwarten war, daB sie wesentlich 
Einblicke in die Struktur verschafft hitten. Nur mit der Jod. 
wasserstoff-Reduktion war einiger Erfolg zu erwarten. Uber gi: 
wird weiter unten -berichtet. 

Vorerst wurden synthetische Versuche eingeschaltet. Da ent. 
sprechend den analytischen Daten der ,,Kérper II“ sauerstoffreicher 
ist, als die bisher bekannten Gallenfarbstoffe, schien es uns miv. 
lich, ihn auf dem Wege der Oxydation aus bekannten Bilirubinoide 
herstellen zu kénnen. Ausgehend von Mesobilirubinogen-IX,, 
(= Urobilinogen) (Formel IV) wurde so mit Perhydrol eine Substan 
erhalten, die nach chromatographischer Reinigung dem ,,Kérper Il 
sehr iihnlich war. Jedoch war die Ausbeute sehr gering. Haujt- 
siichlich entstand bei der Reaktion eine krystallisierte farblos 
Verbindung, die sich durch eine intensive Pentdyopent-Reak- 
tion auszeichnete. Ein wesentlicher Fortschritt wurde nunmelr 
durch Verwendung von Bleitetraacetat in Eisessig als Oxydations- 
mittel erzielt. Aus Mesobilirubinogen-IX,«@ wurde so — nach de 
iiblichen Aufarbeitung mittels der chromatographischen Adsory- 
tionsanalyse — ein brauner amorpher K6érper gewonnen, der mi 
Methanol verestert, sich im ganzen Verhalten, im Schmelz- wi 
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- Absorptionskurve des ,,K6rpers II‘‘ (Mesobilifuscin) 
——— Absorptionskurve des mit Pb(OOCCH,), gewonnenen Produktes, beide gelést in Dios 


(Fiir die Vermessung der Lichtabsorption danken wir Frl. Dr. F. Pruckne! 
bestens) 
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Mischschmelzpunkt, in der Bruttozusammensetzung sowie in der 
Absorption im Ultraviolett mit dem ,,Kérper II“ identisch erwies. 


Es sei nebenbei erwihnt, daB bei dieser Bleitetraacetat-Oxydation 
auBer ,,Kérper II“ auch die Dehydrierungsprodukte des Mesobilirubinogens, 
wie Urobilin, Mesobiliviolin, Mesobilirhodin, Glaukobilin und Mesobilipur- 
urin erhalten wurden. Bemerkenswert ist auch die gleichzeitige Bildung 
‘eines Porphyrins, das in Form seines Methylesters durch Schmelz- und 
Mischschmelzpunkt mit dem Koproporphyrin-II1-tetramethylester') identifi- 
ziert werden konnte. Das Auftreten dieses Porphyrins ist um so auffilliger 
als seine Entstehung nicht auf einen einfachen Ringschlu8 des verwendeten 
Mesobilirubinogens-IX, @ zuriickgefiihrt werden kann, sondern primiir eine 
Aufspaltung desselben in Pyrrole und Pyrromethene und sekundiir ein neu- 
artiger Aufbau aus beiden Bruchstiicken erfolgt sein mu8. Es ist besonders 
auffallend, daB gerade bei der toxischen Porphyrie, und zwar bei Blei- 
vergiftungen”) (wie auch bei Sulfonalvergiftungen) dieses Porphyrin im 
Organismus auftritt. Jedenfalls zeigt der Versuch, daS die Tendenz gerade 
zur Bildung dieses Isomeren der Reihe III besonders groB ist. 


In weiteren Versuchen wurde nun der ,,Koérper II“ bzw. ein 
nur im Schmelzpunkt des Methylesters von ihm unterschiedenes 


‘Isomeres auch durch Oxydation von symmetrischem Mesobili- 
rubinogen-XIII,@, Urobilin-XIII,@, Mesobilirubin-XIII,«¢ und 


Glaukobilin-XIII, « dargestellt. 

Auf Grund dieser Ergebnisse hitte die Annahme nahegelegen, 
da8 .Koérper II“ ein vierkerniges bilirubinoid-ibhnliches Produkt 
ist, dem als Briickenglieder zwischen den Pyrrolringen etwa zwei 
—CO-Gruppen zukommen. Der Vergleich jedoch mit dem von 
W.Siedel und W. Fréwis’) als Violettstufe der Gmelinschen 
Reaktion des Mesobilirubins isolierten Mesobilipurpurin von der 
Formel III, also von der Konstitution eines ,,Oxo“-Bilirubinoids, 
sprach nicht fiir diese Annahme. 


HC C,H, H,C;—)Prs Prs——— CH, 


| 

HO. J—cuo—i } oe ~—co—t Jon 

N NH Ill N NH 
Prs = —CH,CH,COOH 


Krneute mikroanalytische Untersuchung des ,,Kérpers II“ 
fihrte sowohl bei analytischem wie bei teilsynthetischem Produkt 
zur Keststellung einer charakteristischen Hygroskopizitit. Unter 
Beriicksichtigung dieser Eigenschaft ergab sich fiir den Methyl- 


H, C;- — C,H; 














) H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, II/1, 8. 489 (1937). 
*) H. Fischer u. R. Duesberg, Arch. f. exper. Path. 166, 96 (1932); 
J. Waldenstrém, Dtsch. Arch. klin. Med. 178, 38 (1935). 
') Z. Ang. Chem. 52, 38 (1939). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 259 
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ester als Bruttoformel (C,,H,,O,N,)x. Auf Grund des relativ hohe, 

O-Gehaltes schien es sehr ‘wahrecheinlich, daB dem ,,Kérper I § 
die Struktur eines zweikernigen Produkten, etwa die eines Dioyy. 
pyrromethens oder Oxy-pyrroketons zukommen kénnte. Tatsiichlicl 
lieferte die nunmehr bei dem Methylester durchgefiihrte Molekuly. 
gewichtsbestimmung nach Rast einheitliche Werte, die im Mittel 32 
ergaben. Dies sprach also bereits fiir ein zweikerniges Pyrrolderiva, 

War diese Annahme berechtigt, so mubte ein derartigg 
Produkt nun auch durch Oxydation von Neo- und Iso-neoxantho. 
bilirubinsiure?) (V und VI) mittels Bleitetraacetat erhalten werden, 
Tatsichlich war dies auch der Fall. Allerdings verlief die Real. 
tion tiber mehrere Stufen. Bei der Kinwirkung von Bleitetraacetst 
auf die Methylester der Neo- und Isoneoxanthobilirubinsiure in § 
Eisessig konnten als primaire Reaktionsprodukte jeweils farblos 
gut krystallisierte Kérper erhalten werden, die sich durch ein 
intensive Pentdyopent-Reaktion auszeichneten. (Schmelzp. 15; 
bis 156° bzw. 188°). Die Analyse des aus dem Neoxanthobilirubin- 
siure-methylester erhaltenen Produktes wurde durchgefihrt. Si 
ergab gegeniiber dem Methylester des ,,Kérpers II“ einen Mel. 
gehalt von 1 Atom Sauerstofi. Da die Verbindung farblos ist, kan 
eine Pyrromethenstruktur fiir sie nicht mehr in Frage komme, 
Da also die Konjugation der Doppelbindungen der Neoxantho- 
bilirubinsiure unterbrochen sein muBte, war es naheliegend, dieses 
neue farblose Produkt als eine Oxoverbindung von der in Forme! V1] 
bzw. Vila angegebenen Konstitution zu betrachten. Die Analyse 
sprach auch durchaus fiir die sich aus der Formel ergebente 
Zusammensetzung C,,H,,O,N, (fiir den Methylester), [Ahnlicle 
Verbindungen, jedoch mit "anderen f-Substituenten sind )ereits 
auch von H. Fischer und H. von Dobeneck?) durch H,O,-Abbau 
von Porphyrinen und Himinen dargestellt worden.] Die “Annabne. 
daB vielleicht auch zwei solcher Oxoprodukte unter Wasser 
abspaltung zu einem vierkernigen Ather kondensiert worden wire! 
von der Zusammensetzung C,,H,,0,N,, lieB sich mit den Analyser: 
ergebnissen nicht pues bevon. 

Das farblose Oxoprodukt konnte nun auf verschiedene Weis 
in den ,,Kérper II“ iibergefiihrt werden. Schon bei dem Versutl 
des Umkrystallisierens aus hdher siedenden Lésungsmitteln tt 
Braunfiirbung ein. Ebenso tritt sie ein beim Schmelzen der Sul 
stanz. Unter dem Mikroskop kann dabei eine eigenartige Ve" 


1) Vel. Anm. 1, S. 115. *) Unverdéffentlicht. 
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fissigung innerhalb des noch ungeschmolzenen Krystalls beob- 
achtet werden. . 

Am besten aber gelingt diese Uberfiihrung, wenn man das 
farblose Oxoprodukt (in Form seiner freien Saiure) mit Natrium- 
amalgam reduziert, in Methanol tberfiihrt und in diese Lisung 
Chlorwasserstoff einleitet. Nach erneuter Uberfiihrung der bei 
der letzten Reaktion gebildeten braunen Substanz in Chloroform 
kann aus diesem mit Petrolither ein amorphes Produkt gefillt 
werden, das mit dem ,,K6rper II“ identisch ist. 

Die Analysen dieses so gewonnenen _,,teilsynthetischen“ 
.Kérpers II“ zeigen mitunter ein Defizit an Kohlenstoff. Solchen 
Substanzen ist dann noch etwas nicht umgesetztes Oxoprodukt bei- 
gemischt, wie an der positiven Pentdyopent-Reaktion erkannt werden 
kann. Der reinste ,,Kérper II“ gibt keine Pentdyopent-Reaktion. 

Aus allen diesen Ergebnissen mupte nun der Schlufs gezogen 
werden, dap dem ,,Ké6rper II mat grépter Wahrscheinlichkeit die 
Konstitution eines Dioxy-pyrromethens zukommt, identisch mit der 
in den Formeln VIII und IX angegebenen Oxy-neoxanthobilirubin- 
siure oder Oxy-tso-neoxanthobilirubinsdure bzw. einem Gemisch 
ron beiden. 

Versuche, die beiden Oxygruppen zu charakterisieren, ge- 
langen allerdings bis jetzt noch nicht. Jedoch konnte die dar- 
selegte Konstitutionsauffassung noch durch andere Reaktionen 
cestiitzt werden, und zwar erstens durch die Jodwasserstoff- 
Reduktion. Wiahrend bei den Bilirubinoiden bei Reduktion mit 
HJ neben Kryptopyrrol und Kryptopyrrolcarbonsiure immer die 
bilirubinséiure+) entstand, konnte bei der gleichartigen Umsetzung 
des ,,.kérpers II“ niemals eines dieser Produkte gefaBt werden. 
Wohl aber konnte in der sauren Fraktion des Reaktionsgemisches 
Opsopyrrolearbonsaéure (XIIT) in betrichtlicher Menge nachgewiesen 
werden, eine Verbindung, die bisher beim reduktiven Abbau von 
Gallenfarbstoffen noch niemals beobachtet worden war. Legt man 
dem ,,Kérper II* die Formeln VIII und IX zugrunde, so erklirt 
sich das Auftreten der Opsopyrrolcarbonsiure zwanglos, wihrend 
leicht zu erkennen ist, daB Kryptopyrrolcarbonsiure sowie Bilirubin- 
siure (infolge Fehlens der @-C-Substitution unter dem Propion- 
siiurerest) ja auch tatsichlich nicht entstehen kénnen. 

Kine zweite Feststellung, die fiir die aufgezeigte Konstitution 
des ,.hérpers II“ spricht, ist die Bestimmung der ,,aktiven“ H-Atome 


’) Vel. H. Fischer u. H. Rése, Anmerkung 3, S. 113. 
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nach Zerewitinoff. Unter Zugrundelegen des Mol.-Gewichtgs 
318 = C,,H,,0,N, fiir den Methylester des ,,K6rpers I ergahe, 
sich 3 aktive H-Atome pro Molekiil. Tatsichlich sind auch 3 aktiy, 
H-Atome zu erwarten: die 2 H-Atome der beiden OH-Gruppe 
und das H-Atom der Iminogruppe des Pyrrolkernes. 


Mesobilirubinogen-IX, « 
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Wenn die fiir den ,,Kérper Ii“ (oben) aufgezeigte Kon- 


stitution richtig ist, muBte es méglich sein, diese Verbindun; 
auch auf direktem Wege aus den entsprechenden synthetische. 
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v.a-Dibrom-pyrromethenen herzustellen. Obwohl die Versuche 
hieriber noch nicht abgeschlossen sind, konnte doch schon fest- 
gestellt werden, daB der Kérper tatsichlich auf diese Weise er- 
hiltlich sein dirfte. Bei Umsetzung des «,a’-Dibrom-pyrro- 
methens (X) mit Kaliummethylat im Bombenrohr wurde bereits — 
allerdings in sehr geringer Ausbeute — nach entsprechender 
Aufarbeitung eine in ihrem Verhalten dem ,,Kérper II“ vdllig 
oleichende braune, amorphe Verbindung erhalten. Verdffentlichung 
dariiber erfolgt demnichst. 

Da es schlieBlich umgekehrt méglich sein mubte, die beiden 
Hydroxylgruppen des ,,Kérpers II“ gegen Halogen bzw. Wasser- 
stoff auszutauschen, wurde eine schonende Umsetzung mit HJ 
sowie mit HBr versucht. Dabei wurde die Bildung eines typischen 
Pyrromethens von roter Farbe beobachtet. Durch Einwirkung 
von HBr + Brom in wiBriger Lésung wurde endlich die Bildung 
eines Pyrromethens erzielt, bei dem analytisch der Kintritt von 
etwa 2 Atomen Brom als Substituenten nachgewiesen werden 
konnte. Nach Gewinnung von neuem Ausgangsmaterial werden 
diese Versuche fortgesetzt. 

Was die Teilsynthese des ,,Kérpers II“ mittels der Blei- 
tetraacetat-Oxydation der Neo- bzw. Iso-neoxanthobilirubinsiiure 
betrifft, so 14Bt sie sich im Sinne der Formulierung XIV-—XVIII 











| ; | at P(OOCCHy)« | a ? | 
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durch die Annahme erkliren, daB gleichzeitig mit der Oxydation 
der freien ¢-Stelle in den Neoxanthobilirubinsiiuren eine Oxydation 
der die beiden 5-Ringe verbindenden Methinbriicke einsetzt, so, 
wie sie von W. Siedel und W. Fréwis (Anm. 3, S. 117) neuer- 
dings bei der Gmelinschen Reaktion der Bilirubinoide an- 
senommen wird. Der so gebildete Alkohol stabilisiert sich dann 
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unter Verschiebung des Hydroxyl-Wasserstofis an das tertiip: 
N-Atom des benachbarten Pyrroleninringes. 

(Diese Erscheinung steht in Analogie z. B. zur spontanen Umlagerun; 
des §-Allylalkohols zum Aceton und stellt in gewisser Beziehung eine ;. 
weiterung der Erlenmeyerschen Regel dar insofern, als das H-Atom, da; 
die Verschiebung erleidet, nicht an ein benachbartes C-Atom, sondern a 
ein entfernteres tertiires N-Atom wandert.) 

Mit der Ausbildung der —CO-Gruppe liegt dann das farblog 
Oxoprodukt vor, das durch die Pentdyopent-Reaktion ausgezeichne 
ist. Der leichte Ubergang dieses Oxoproduktes in den ,,Kérper I 
nach Reduktion mit Natriumamalgam und nachfolgender Behani. 
lung mit HCl diirfte dann in der intermediiren Bildung de 
Carbinols (XVII) begriindet sein. Schon H. Fischer und G. Fries! 
konnten zeigen, daB derartige Dipyrrylcarbinole bereits mit ge. 
ringsten Spuren Mineralsiuren durch H,O-Abspaltung in die ent. 
sprechenden Pyrromethene iibergehen. Neuerdings konnte dam 
von W.Siedel und G. Peinze’) dieser Befund verallgemeiner: 
werden insofern, als auch durch Reduktion von Benzoylpyrrola 
iiber farblose Carbinole Bildung von Pyrryl-phenylmethenen erziel: 
wurde. Bei der Reduktion des Oxoproduktes mit Natriumamalgam 
nimmt die farblose alkalische Lisung voriibergehend, vor allen 
in der Umgebung des Amalgams, die fiir die Pentdyopent-Reak- 
tion charakteristische rote Firbung an. Beim Schiitteln ver 
schwindet sie wieder. Es scheint, daB in dem roten Produkt das 
Natriumsalz des Carbinols (XVII) vorliegt und Verhiltnisse ge. 
geben sind wie bei dem ms-Dioxyanthracen bzw. Oxanthron, die 
beide ja ebenfalls rote Natriumsalze liefern. 

Besonders interessierte nun die Frage nach der Herkunit 
des analytischen ,,Kérpers II“. Wie bereits gesagt, wird diese 
Substanz bei der Amalgamreduktion von Rohbilirubin erhalten 
Da sie nach alteren Versuchen*) scheinbar auch aus reinstell 
Bilirubin erhalten worden war, hitte sie ein Sekundarprodukt det 
Reduktion darstellen miissen. Dahingehende Vermutungen wurdet 
auch schon von dem einen yon uns‘) diskutiert. Um diese Ver 
hiltnisse klarzustellen, wurden nun Bilirubinpriparate verschiedene! 
Reinheitsgrades der Amalgamreduktion unterworfen. Es zeiste 
sich, daB das anfallende braune amorphe Produkt mit zunehmente! 


1) Diese Z. 231, 231 (1935). 
2) G. Peinze, Dissertation Technische Hochschule, Miinchen 193. 
8) Diese Z. 75, 843 (1911). 

4) W. Siedel u. E. Meier, Diese Z. 242, 101 (1936). 
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Reinheit des Ausgangsmaterials immer weniger an_ eigent- 
lichem ,,K6rper II“ enthielt, dafiir aber um so mehr Urobilin, 
welches rein uBerlich die Anwesenheit des ,,Kérpers II“ vor- 
tiuschen kann, da es ebenfalls in braunen Flocken anfallt. Bei 
Verwendung von reinstem synthetischen Glaukobilin-XII,« bzw. 
Mesobilirubin-XIII, @ wurde schlieBlich nur noch Urobilin erhalten 
und keine Spur mehr von ,,Kérper II“. Endlich verlief auch der 
Versuch, Mesobilirubinogen in alkalischer Lésung unter Kinwirkung 
yon Luftsauerstoff etwa hydrolytisch zu spalten, ergebnislos. Auf 
Grund dieser Befunde konnte nun kein Zweifel mehr bestehen, 
da die Muttersubstanz des ,,Kérpers II“ dem Rohbilirubin bei- 
gemengt sein muBte. 

Bei der na&heren Betrachtung der in der ilteren Literatur 
beschriebenen Begleitpigmente des Bilirubins, wie des Chole- 
prasins, Biliprasins, Bilihumins, Bilinigrins und Bilifuscins, war 
es das letztgenannte, das entsprechend den geschilderten Kigen- 
schaften als Muttersubstanz des ,,Kérpers IJ“ in Frage kommen 
konnte. Dieses Bilifuscin ist schon von Briicke’) und von 
G. Stideler?) durch Ausziehen von Rohbilirubin mit Alkohol 
erhalten worden. Es ist dann spiiter nochmals von L. R. v. Zum- 
busch*), und in neuerer Zeit von EK. Weinberger‘) bearbeitet 
worden, allerdings ohne daB sich wesentliche neue Gesichtspunkte 
ergeben hiatten. 

Die fir das Bilifuscin angefiihrten Eigenschaften, vor allem 
die Léslichkeitsverhiltnisse und der negative Ausfall der gebriuch- 
lichen Gallenfarbstoff-Reaktionen sowie die Analysendaten?), die 


| denen von uns fir ,,Kérper II“ gefundenen sehr nahekommen, 


deuten unzweifelhaft auf das Vorliegen eines dem ,,Kérper II“ 
sehr ihnlichen Produktes hin. 

Versuche zu seiner Isolierung, die mit Herrn H. Plieninger 
durchgefithrt wurden und deren Verdffentlichung demnichst er- 
folgt, haben auch inzwischen die Richtigkeit unserer Annahmen 
hestitigt. Durch Reduktion mit Natriumamalgam konnte schlieb- 
lich aus dem aus Gallensteinen gewonnenen Bilifuscin der 
»Kérper II“ erhalten werden. Der Unterschied zwischen beiden 
Verbindungen diirfte lediglich darin liegen, daB sich im Bilifuscin 
an Stelle der f#-Athylgruppe des ,,Kérpers II“ eine Vinylgruppe 
') Wien. med. Z. 4, Heft 44 (1859). 

*) Liebigs Ann. 132, 323 (1864). 
*) Diese Z. 31, 446 (1901). 
*) Diese Z. 238, 124 (1936). 
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befindet, entsprechend seinem Vorkommen zusammen mit Bijj. 
rubin und Biliverdin. Da somit zwischen beiden Produkten dy; 
gleiche Verhdltnis vorliegt wie zwischen Bilirubin und Mesobilj. 
rubin, schlagen wir vor, fiir ,,Ko6rper II kiinftug die Bezeichnuny 
,,Mesobtlifuscin* zu gebrauchen. 

Aus dem bisher Ausgefiihrten geht hervor, dap wir es in 
Mesobilifuscin und im Bilifuscin mit einem bis jetzt im physio- 
logischem Geschehen als Abbauprodukt noch nicht eindeutiq beoh 
achteten neuen Typ von Pyrrolderiwaten, eben zwerikernigen Produltey 
cu tun haben, und daf somit im Organismus neben der Aufspaltuiy 
des Porphingeriistes zu den vierkernigen Balirubinoiden noch eiy 
eweiter Mechanismus einer weitergehenden Spaltung exrstiert. Da 
das Bilifuscin — entweder direkt oder iiber das Bilirubin — au; 
dem unsymmetrisch gebauten Him bzw. Hiimatin entsteht, sind 
dann auch die beiden in den Formeln VIII und IX fiir Meso. 
bilifuscin angegebenen Isomeren zu erwarten. Da eine Trennung 
beider Isomerer gréBten Schwierigkeiten begegnen diirfte, kany 
vorlaufig ohne weiteres das Gemisch als solches mit Mesobili- 
fuscin bezeichnet werden. Sollte es sich jedoch als nétig er- 
weisen, einmal die Isomeren gesondert zu betrachten, dann wird 
es zweckmiaBig sein, den Ausdruck Mesobilifuscin-I fiir die Oxy. 
neoxanthobilirubinsdure (VIII) zu gebrauchen und fiir die Ov). 
iso-neoxanthobilirubinsdure (LX) die Bezeichnung Mesobilifuscin-I] 
zu verwenden, fiir die winyl-substitwerten Derivate dann eit- 
sprechend: Bilifuscin-I und Bilifuscin-Ll. 

Die in vitro bei der oxydativen Darstellung des Mesobilifuscins 
erhaltenen farblosen Zwischenprodukte sind dementsprechend als 
Oxo-mesobilifuscin-I bzw. Oxo-mesobilifuscin-II zu bezerchnen. Sie 
geben, wie schon gesagt, eine intensive Pentdyopent-Reaktion. 
Es besteht kein Zweifel, dai diese Oxoprodukte, die auferdew 
auch wasserléslich sind, in Form ihrer Vinylverbindungen der 
von K. Bingold?) bei gewéhnlichem Blut und bei ikterischem 
Harn beobachteten Pentdyopent-Reaktion zugrunde liegen. ‘ie 
wiirden demnach also auch als Zwischenprodukt bei der Bildung 
des Bilifuscins in vivo auftreten. Diese Ergebnisse stehen 10 
Ubereinstimmung mit den gleichzeitig von H. Fischer unl 
H. von Dobeneck?) durchgefiihrten Untersuchungen, denen zufolze 


1) Klin. Wschr. 13, 1451 (1934); 14, 1287 (1935); 17, 289 (1938); vel. 
auch H. Fischer u. A. Miiller, Diese Z. 246, 43 (1937). 
2) Unverdoffentlicht. 
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die Pentdyopent-Reaktion als Gruppenreaktion zu betrachten ist, 
spezifisch fir Trioxy-pyrromethene. 

Es bleibt nun noch die Frage offen, ob das Bilifuscin auch 
yom menschlichen und tierischen Organismus ausgeschieden wird. 
Ks ist sicher, daB es nach der Ausscheidung mit der Galle in 
den Darm wie das Bilirubin durch die Bakterienflora zum ent- 
sprechenden Mesoprodukt reduziert wird. Kine weitere Reduktion, 
etwa zu einer Leukoverbindung, diirfte jedoch bei der Resistenz 
des Mesobilifuscins gegen Reduktionsmittel kaum eintreten. Es 
miBte also als braun gefarbtes Produkt in der Pyrromethenstufe 
ausgeschieden werden. Wie eingangs erwihnt wurde und wie aus 
der nachstehenden Veréffentlichung hervorgeht, konnte nun tat- 
sichlich dieses Produkt isoliert werden, und zwar in gréferer 
Menge aus den Faeces von Myopathikern. Jedoch geben neuere 
Untersuchungen von G. Meldolesi Anhaltspunkte dafiir, daB es 
— wenn auch in geringen Mengen — in jedem normalen Stuhl 
vorhanden ist. 

Ob das Bilifuscin nun direkt aus dem Blutfarbstoff stammt 
oder durch einen’ gesonderten Abbau des Muskelfarbstofis ent- 
steht und primir zusammen mit Bilirubin gebildet wird, oder ob 
es sekundir aus dem durch die Darmwand resorbierten Uro- 
bilinogen bzw. Stercobilinogen stammt, ist noch unentschieden 
und wird in der nachfolgenden Abhandlung diskutiert. 

Hervorgehoben sei jedoch, daB das Bilifuscin wie das Meso- 
bilifuscin bisher bei allen Untersuchungen physiologischer Art 
— etwa iiber die Blutfarbstoff-Bilanz — noch niemals beriick- 
sichtigt worden ist. Gerade im Hinblick auf diese letzteren Unter- 
suchungen diirften sich bei Einbeziehung dieses neuen Porphyrin- 
Abbauproduktes ganz neue Gesichtspunkte fiir die Zukunft ergeben. 


Von der klinisch-diagnostischen Seite aus gesehen wiire auch die 
Frage aufzuwerfen, ob das Bilifuscin nicht auch mit dem Farbstoff identisch 
ist, der bei der pernizidsen Animie hiiufig neben dem Bilirubin auftritt, 
von Enderlen, Thannhauser und Jenke') — als ,,Xanthorubin“ be- 
zeichnet — im Blut leberloser Hunde beobachtet wurde und der, in 
Ubereinstimmung mit Mesobilifuscin, keine der bekannten Bilirubinreak- 
tlonen zeigt. 


Kin Hinweis auf einen, dem Mesobilifuscin ahnlichen Stoff 
ist auch schon von H. Fischer?) gegeben worden. Bei der kata- 
lytischen Reduktion des Bilirubins erhielt er einen braunroten — 


') Arch. f. exper. Path. 120, 16 (1927); vgl. auch F. Rosenthal, 
H. Licht u. E. Melehior, Arch. f. exper. Path. 115, 188 (1926). 
*) Z. Biol. 65 (47), 163 (1914). 


















126 Walter Siedel und Hans Moller, 








































allerdings krystallisierten — Farbstoff, dessen Analyse (C 65,9. 
65,44; H 6,52, 6,63; N 9,40°/,) fiir eine Verbindung spricht, dic 
kohlenstoffarmer ist als Bilirubin bzw. Mesobilirubin. 

Wie schon betont, konnte das Mesobilifuscin bis jetzt noc 
nicht zur Krystallisation gebracht werden. Worauf diese Kigenay; 
beruht, ist noch unklar. Daf das Vorliegen des Isomeren-Ge. 
misches dafiir verantwortlich zu machen ist, ist fraglich; deny 
das Gemisch der Neo- und Iso-neoxanthobilirubinséure ist gut 
krystallisierbar. Vielmehr hiitte an eine Assoziation gedacht werden 
kénnen, die etwa die Krystallisation verhindert. Die auffillige 
Farbekraft des Mesobilifuscins in Lésung legte diesen Gedanken nahe, 
Jedoch gehorcht die Substanzlésung dem Lambert-Beersche 
Gesetz, wie die in liebenswiirdiger Weise von Friulein Dr. F. Pruck. 
ner ausgefihrte Extinktionsmessung’) ergab. Nicht ausgeschlossex 
ist es, daB auch eine Tautomerie im Sinne der Formulierung \ VIII 
und XVIIIa fiir das Nichtkrystallisieren verantwortlich ist. 


Zum Schlusse seien noch zwei Verbindungen erwihnt, die bei der Blei- 
tetraacetat-Oxydation der Methylester der Neo- bzw. Iso-neo-xanthobili 
rubinsiure (V und VI) erhalten worden sind. Sie sind gut krystallisiert 
und gehéren ihrem Verhalten und ihrer Zusammensetzung nach zu den in 
neuester Zeit von H. Fischer und A. Stachel’) dargestellten Di-pyrro- 
methenen. Sie entsprechen als 1’,8’-Dioxy-1,3,6,8-tetramethy]-2, 7-diiithy]. 
4,5-dipropionsiuremethylester-di-pyrromethen bzw. 1’,8’-Dioxy-2, 3,6, 7-tetra- 
methy1-1, 8-diithy]l-4, 5-dipropionsiiuremethylester-di-pyrromethen den [or- 
meln XIX und XX. Diese Di-pyrromethene entstehen nur bei Wasser- 
zusatz zur Oxydationsmischung. 





























H,C——C,H, “TT Prsj CH, H,C, ee ' 
| | | 
HO. ~——CH—._ o- “\_ 7 0H 
N NH XIX NH N 
H,C,==CH, H. “TT Prs———CH, H,C C,H 
ie li - tL | | Siena | MH 
= J — ———e 
N Nt XX NH N 


Prs = —CH,CH,COOH. 


Libt man das Bleitetraacetat linger als 830—40 Sekunden einwirke, 
so werden die Di-pyrromethene wieder aufgespalten. 


Fiir die Bereitstellung von Mitteln fiir diese Untersuchung 
sprechen wir dem ,,Bund der Freunde der Technischen Hoch: 
schule Miinchen“ unseren besten Dank aus. 


t) Die: ‘Eetisktion erwies sich in dem auch fiir die Absorption 
messungen beniitzten Konzentrationsintervall von 1-10~-° bis 1: 10° Mole 


als hoastaait. 
2) Diese Z. 258, 121 (1939). 
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Versuche ‘ 


Darstellung von Mesobilifuscin = ,.Korper II“ (VIII, IX). — 
4) Rohprodukt. 1g Roh-Bilirubin wird in 20—30 cem n/10-NaOH gelist 
und mit einer gentigenden Menge von 5°/,igem Natriumamalgam 8 Stunden 
geschiittelt. Die braungefirbte alkalische Lésung wird mit 2n-H,SO, 
langsam bis zur schwach kongosauren Reaktion gebracht und wiihrenddem 
etwa 6mal mit Chloroform ausgezogen. Die vereinigten Chloroformausziige 
werden 1mal mit wenig Wasser gewaschen und durch Filtrieren getrocknet. 
Dann wird die Chloroformlésung im Vakuum eingeengt und in etwa 300 ccm 
Petroliither eingegossen. Die braunen Flocken werden abfiltriert und ge- 
trocknet. Rohausbeute etwa 400—500 mg. Sie schwankt je nach Reinheit 
des Ausgangsmaterials. Beim Liegen an der Luft tritt durch Ubergang des 
heigemengten Mesobilirubinogens in Urobilin Dunkelfirbung ein. 


)) Darstellung der Methylester. — Mit Diazomethan. 500 mg 
rohes Mesobilifuscin werden in 10 ccm Methanol gelést und mit einer mit 
4 ¢ Nitrosomethylharnstoff dargestellten aitherischen Diazomethanlésung ver- 
setzt. Nach 1 Stunde wird Chloroform zugegeben (etwa 100 ccm) und iiber- 
schiissiges Diazomethan mit verdiinnter Salzsiure zersetzt. Dann wird die 
Chloroform—Atherlésung 1 mal mit einer 2n-Ammoniaklisung durchgeschiittelt, 
8mal mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet und auf 20 cem 
eingeengt. SchlieBlich wird der Ester mittels Petrolither in amorpher Form 
ausgeflockt. 

Mit Methanol-Salzsiure. Man lést 500 mg rohes Mesobilifuscin 
in 20—30 eem Methanol und leitet 3 Minuten Chlorwasserstoff ein. Dann 
wird in 100 eem Chloroform gegossen, mit 2n-Ammoniaklésung durch- 
geschiittelt und wie oben aufgearbeitet. 

Nach dem Einleiten des Chlorwasserstoffs ist es fiir die chromato- 
graphische Reinigung von Vorteil, die Methanollésung 10 Minuten mit 1 g 
Ferrichlorid zum Sieden zu erhitzen, Das beigemischte Mesobilirubinogen 
wie das Urobilin werden hierbei zu Bilirubinoiden oxydiert, die sich dann 
besser vom Mesobilifuscin-methylester abtrennen lassen. 


c) Chromatographische Reinigung. 500 mg roher Mesobilifuscin 
methylester werden in 20 cem Chloroform gelést und auf eine mit Ather 
getriinkte Siiule (Durchmesser 8 cm, Héhe 20 cm) von Aluminiumoxyd 
(standardisiert nach Broc kmann) aufgegossen. Dann 


wird das Chromatogramm mit einem Gemisch von 
Chloroform-Ather 1:3 entwickelt. Dabei bilden sich YA, braun 
folgende Zonen aus: ugg, Belb 
Die oberste braune Zone enthiilt den Mesobili- 
eee gi die gelbe Zone darunter das rest- WH I] Violettrot 
iche Urobilin, das nur sehr schwer von der obersten 
Schicht abzutrennen ist und unter Umstinden eine UY blau 
Wiederholung der Chromatographie erforderlich macht. =i 
Die violette Zone fluoresciert mit alkoholischer | 
/inkacetatlésung rot und zeigt dann folgendes Ab- 
sorptionsspektrum: 


I. 644... 636,6—624,3 ... 618; Il. 582,4—573,6; 
630,1 578,0 
































Fig. 2 
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TIT. 528 .¢. 515—491,7 ... 483; End-Abs. 3938,4. 


495,8 
Reihenfolge der Intensititen: I, III, I. 


Banden I und II sind charakteristisch fiir Mesobiliviolin, Bande [jJ 
fiir Mesobilirhodin. 

Die nun folgende blaue Schicht enthilt Glaukobilin, die unterste dys 
rote Mesobilipurpurin. 

Der Mesobilifuscin-methylester wird aus dem Aluminiumoxyd mit 
heibem Eisessig herausgelést und in Chloroform gebracht. Die Chloroforn. 
lésung wird mehrere Male mit Wasser gewaschen und mit 2 n-Ammoniak. 
lésung durchgeschiittelt. Hierauf wird noch 3mal mit Wasser gewaschen, 
trocken filtriert und eingeengt. Beim Versetzen mit Petroliither flockt der 
reine Mesobilifuscin-methylester amorph aus. Schmelzp. 172—176° (bestimmt 
mittels Sechmelzpunktsmikroskop nach Kofler und Hilbck). Der Este; 
ist leicht léslich in Alkoholen, Essigester, Aceton, Pyridin und KEisessig, 
weniger léslich in Benzol und Chloroform und unléslich in Petroliither, 
Ligroin und Ather. Die Gmelinsche Reaktion, die Reaktion mit Dimethy!. 
aminobenzaldehyd sowie diejenige mit Diazobenzolsulfosiure sind negatiy. — 
Der Ester bildet ein schwer lisliches Zinksalz, das mit Salzsiure wieder 
zerlegt werden kann. 

Zur Analyse wurde aus Benzol—Petrolither umgefillt. 


4,385 mg Subst. (bei 100° i. Hochy. getr.): 10,170 mg CO,, 2,700 mg 
H,O. — 6,118 mg Subst.: 1,418 mg H,O. — 3,388 mg Subst.: 0,270 ccm \, 
(26°, 721 mm), — 38,866 mg Subst.: 2,715 mg AgJ. 

C,-H,.0,N, (318,2) Ber. C 64,11 H 6,97 O 20,12 N 8,80 OCH, 9,15 
Gef. ,, 63,98 ,, 6,97 ,, 20,11 ,, 8,63 4, 9,88. 

Molekulargewichtsbestimmung (in Campher nach Rast): 

1,783 mg Substanz (Mesobilifuscin-methylester) 

18,6 mg Campher (Schmelzp. 174°, kryoskopische Konstante = 36). 

Depression 10—11° (infolge Braunfiirbung der Substanz ist die Ab- 
lesung nur mit einer Genauigkeit von 1° médglich). 

Mol.-Gew. Ber. 318,2; Gef. 328 (im Mittel). 

Zerewitinoff-Bestimmung: Einwage 3,361 mg Mesobilifuscin-methy!- 
ester (gelést in 0,5 cem Anethol, Blindwert 0,014 eem CH,); 0,774 mg zu: 
gefiigtes Reagens (CH,;MgJ) (0,406 molar); Gef. 0,839 cem CH, (21,8', 
717mm); V,= 0,735 eem CH, = 0,9854°/, aktiver Wasserstoff. Dies eut- 
spricht 3,13 aktiven H-Atomen bei Mol.-Gew. 318,2, Ber. 3 aktive H-Atome. 
Beim Erwirmen des Reaktionsgemisches wurde keine weitere Methanbildung 
beobachtet. 

Mesobilifuscin. Es wird durch Verseifung mittels methylalkoho- 
lischer Kalilauge aus dem Ester erhalten. Von Aluminiumoxyd wird es s0 
stark adsorbiert, daB eine Elution nur sehr schwer méglich ist. — Es ist 
ebenfalls ein braunes amorphes Produkt. Gegeniiber dem Methylester ist 
es durchwegs in allen Lisungsmitteln schwerer léslich. Es bildet ein sebt 
schwer lésliches Zink-Komplexsalz. Mesobilifuscin schmilzt bis 340° nicht. 

Resorcinschmelze. 100 g Mesobilifuscin-methylester werden mit 
3g Resorcin im Reagenzglas 3 Minuten lang zum Sieden erhitzt. Darau! 
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wird noch hei® in 100 cem Wasser gegossen und der ausgeflockte Nieder- 
schlag abfiltriert. Der Riickstand ist freies Mesobilifuscin; es wird also 
nur der Ester verseift. 


Oxydativer Abbau des Mesobilifuscin-methylesters. 200 g reinster 
Mesobilifusecin-methylester werden in der Kilte mit 3 cem rauchender Sal- 
petersiiure tibergossen (heftige Reaktion!). Nach 8stiindigem Stehen wird 
mit etwa 40 ccm Wasser verdiinnt und von dem ausgeflockten hellen Nieder- 
schlag abfiltriert. Das Filtrat wird nun etwa 5mal mit insgesamt 500 ccm 
Ather ausgezogen. Dann wird die iitherische Lésung 3mal mit je 30 ccm 
3° ,iger Sodalésung durchgeschiittelt. 

Nunmehr wird die itherische Lésung, die den basischen Anteil ent- 
hilt, 2mal mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet und ein- 
geengt. Es hinterbleibt ein gelber G6liger Riickstand, der den charakte- 
ristischen Geruch des Methyl-iithyl-maleinimids besitzt. Er wird im aus- 
cezogenen Reagenzglas im Kupferblock bei 11 mg Hg destilliert. Bei 80 
bis 110° geht ein farbloses Ol tiber, das zu den typischen Nadeln des 
Methyl-ithyl-maleinimids erstarrt. Aus Ather umkrystallisiert, Nadeln mit 
dem Schmelzp. 67°, Ausbeute 14 mg. 

Der wibrig-alkalische Riickstand wird mit 2 n-Salpetersiure angesiiuert 
und dann mehrmals mit Ather ausgezogen. Die so erhaltene Atherlésung 
wird mit wenig Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet und ein- 
seengt. Es bleibt ein-gelbes Ol zuriick. Ein Teil dieses dligen Riickstandes 
wird im Block bei 0,5 mm auf 80—100° erhitzt. Dabei zersetzt sich das 
Produkt unter Aufblihen. Das dabei entstehende Sublimat ist identisch 
mit Methyl-athyl-maleinimid. Es ist also Decarboxylierung der vorliegenden 
Hiimatinsiiure eingetreten. Der gréBere Teil des gelben Ols wird mit 
2n-Ammoniaklésung’) auf dem Wasserbad erwiirmt, erneut mit Salpeter- 
siure angesiuert und wieder ausgeithert. Nach dem Verdampfen der 
Atherlésung zur Trockne wird der Riickstand mit Wasser aufgenommen 
und mit festem Calciumearbonat versetzt. Nach Abfiitrieren vom _ iiber- 
schiissigen Calciumcarbonat wird die wiBrige Lisung erwirmt, bis die 
Fiillung des Calciumsalzes des Himatinsiure-anhydrids eingetreten ist. Der 
Niederschlag wird abfiltriert und in 2 n-Salzsiiure gelést. Dann wird wieder 
mit Ather ausgezogen und die Atherlésung zur Trockne verdampft (strahlige 
Krystallisation). Mit Petrolither-Ather aufgenommen und eingeengt krystalli- 
siert das Hiimatinsiiure-anhydrid in prachtvollen langen Nadeln vom Schmelz- 
punkt 97° (korr., Mikroskop) aus. 


Jodwasserstoff-Abbau des Mesobilifuscin-methylesters. 200 mg 
Mesobilifuscin-methylester werden in 6 ccm Eisessig gelést und mit 8 ccm 
Jodwasserstoffsiiure (d = 1,94) 30 Minuten auf dem siedenden Wasserbad 
erhitzt. Das ausgeschiedene Jod wird mit einigen Kérnchen Phosphonium- 
jodid reduziert. Dann wird die Lésung mit Natronlauge alkalisch gemacht 
und 5mal mit Ather ausgezogen. Die Atherlésung gibt mit Ehrlichs 
Reagens keine Reaktion! Sie enthilt somit kein a-freies Pyrrol wie Opso-, 
Krypto- oder Himopyrrol. Beim Einengen der Atherlésung _hinterbleibt 
eine geringe Olmenge mit einem an Methyl-ithyl-maleinimid erinnernden 
Geruch. Sie ist jedoch mit diesem nicht identisch. 


') W. Kiister, Liebigs Ann. 815, 194 (1901). 
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Die waBrig-alkalische Lisung wird mit 2 n-Schwefelsiure anges dinert. 
von entstandenen roten Flocken abfiltriert und 5mal mit Ather aUusgezogen, 
Die eingeengte Atherlésung gibt mit Alkohol und Dimethylaminobenz aldehyd 
(+ HCl) eine blaurote Firbung mit folgendem Spektrum. ; 

I. (schwacher Schatten) 579... 572—536... 528; II. 495—479. 

_ ivan aac 
554 rr 
End-Abs. 401. 

Diese rote Liésung ist spektroskopisch identisch mit derjenigen, (jp 
man aus Opsopyrrolcarbonsiure mit Alkohol und Ehrlichs Reagens erhji 

I. (schwache Bande) 576—531; II. 494—478; End-Abs. 407. 


Nee comer oe 


953 486 
Himopyrrol sowie Kryptopyrrolearbonsiiure geben mit Ehzrlichs 


Reagens eine rote Lésung mit einer Bande bei 565—500 mu. 
een” 


538 

Eine kleine Menge von obigem sauren Anteil wird mit Methanol yer. 
setzt und mit einer Spur Formy]l-neoxanthobilirubinsiure unter Zusatz yoy 
einigen Tropfen 48°/,iger Bromwasserstoffsiure erwirmt. Es tritt keine 
Violettfirbung (= Mesobiliviolinbildung) ein, was auf Abwesenheit von Neo- 
bzw. Iso-neobilirubinsiure schlieBen 1aBt. 

Ein anderer Teil der urspriinglichen ifitherischen Lésung (mit saurem 
Anteil) wird so lange mit Diazobenzolsulfonsdéure ausgekuppelt, bis die 
Ehrlichsche Reaktion darin verschwunden ist. Es hinterbleibt wenig 
Riickstand, der in Chloroform aufgenommen und langsam mit Petroliither 
versetzt, keine Bilirubinsiure liefert. 


Reduktion des Mesobilifuscin-methylesters mit Zink-Eisessig. 
10 mg Mesobilifuscin-methylester werden in 10 cem Eisessig gelist. Unter 
Erhitzen auf dem Wasserbad werden in mehreren Portionen etwa 1—2¢ 
Zinkstaub eingetragen. Es tritt eine starke Aufhellung der dunkelbraunen 
Lésung ein bis zu einem hellen Gelb. Dann wird abfiltriert, der Riickstand 
noch 2mal heiB mit Eisessig dekantiert und das Reduktionsprodukt in 
Chloroform tbergefiihrt. Das Reduktionsprodukt gibt die Ehrlichsche 
Reaktion nicht. Mit Gmelins Reagens tritt Farbvertiefung ein. Mit 
1 Tropfen alkoholischer Jodlésung kehrt die tiefe Fiirbung des Mesobil- 
fuseins zuriick. 

Darstellung des Mesobilifuscins aus Mesobilirubinogen. a) 0x): 
dation mit Perhydrol. 50 mg analytisches Mesobilirubinogen werden in 
10 cem n/10-Natronlauge gelést und die Lésung mit 1 cem Perhydrol versetz. 
Nach 6stiindigem Stehen wird mit 2n-Schwefelsiiure angesiuert und die Lisung 
mit Chloroform ausgezogen. Dann wird wie iiblich verestert und chromate: 
graphiert. Es entsteht in der Hauptsache eine braune Schicht. Die adsor 
bierte Substanz, mit Eisessig eluiert, gleicht dem Mesobilifuscin = ,,K’r 
per II“ auBerordentlich. 

100 mg analytisches Mesobilirubinogen werden in 8 cem n/10-Natrov- 
lauge gelést. Nach Zusatz von 10 cem Perhydrol tritt fast véllige Av 
hellung ein. Nach 24 Stunden wird mit konzentrierter Salzsiure angesiiue! 
und weitere 8 Tage stehen gelassen. Es bildet sich an der Oberfliche eit 
weiBe Haut, die starke Pentdyopent-Reaktion gibt. Das Krystallisat wit! 
abfiltriert und aus Chloroform-Petroliither umkrystallisiert. Es werden lei¢!! 
































ingesinert. 


UsPeZogen, 
snzaldehyd 


nigen, die 
ens erhiilt 
407. 


Ehrlichs 


hanol yer. 
usatz von 
tritt keine 
t von Neo- 


rit saurem 
t, bis die 
ibt wenig 
-etroliither 


-Eisessig. 
st. Unter 
wa 1—2¢2 
elbraunen 
Riickstand 
rodukt in 
rlichscehe 
ein. Mit 
Mesobili- 


a) Oxy: 
werden in 
1 versetzt. 
lie Losung 
chromato- 
Jie adsor- 
1 = , Kir. 


0- Natron 
lige Aut: 
ngesiiuell 
fiche elle 
isat wird 
den leicht 











Mesobilifuscin, ein neues physiol. Abbauprodukt des Hiims usw. 13] 


e 


praun gefarbte, unregelmaiBig krystallisierte Platten erhalten. Beim Ver- 
estern in Methanol fiarbt sich die Lésung rasch braun. Man arbeitet iiber 
Chloroform auf und reinigt chromatographisch. Die oberste braune Zone 
liefert einen dem Mesobilifuscin-methylester in allen Kigenschaften gleichenden 


Kérper. Auch die Ehrlichsche, die Gmelinsche Reaktion sowie die 
Diazoreaktion sind negativ. 


b) Oxydation mit Bleitetraacetat. 100 mg analytisches Meso- 
bilirubinogen werden mit 16,2 cem einer heiSen Eisessiglésung iibergossen, 
die 405 mg Bleitetraacetat gelost enthilt. Man erhitzt 3 Minuten auf dem 
Wasserbad, kihlt ab und gieBt in 1 Liter Chloroform. Die gelbbraune 
Chloroformlésung wird 3mal mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren ge- 
trocknet und eingeengt. Den letzten Rest Chloroform verdriingt man mit 
Methanol und verestert durch Einleiten yon Chlorwasserstoff. Die weitere 
Aufarbeitung erfolgt, wie beim Mesobilifuscin-methylester angegeben ist. 
Auch die chromatographische Reinigung wird wie dort durcbgefiihrt. 


MA 


UN 


me 


i} rosa (Mesobilipurpurin- und Porphyrin-ester) 
Fig. 3 





braun (Mesobilifuscin-methy lester) 








violett (Mesobiliviolin- und Mesobilirhodin-ester) 
blau (Glaukobilin-ester) 














Dieses Chromatogramm wird beim Entwickeln mit Chloroform-Ather 1:8 
erhalten. Die braune Schicht enthilt den Mesobilifuscin-methylester, der 
wie tiblich mit heiBem Eisessig eluiert und iiber Chloroform aufgearbeitet 
wird. Aus Chloroform-Petrolither amorphe braune Fallung (in Form un- 
regelmiibiger Platten); Schmelzp. 169—171° (korr., Mikroskop). Misch- 
schmelzpunkt mit natiirlichen Mesobilifuscin-methylester (Schmelzp. 172 bis 
176°) = 169—170°, also keine Depression. Diazo-, Ehrlichsche und Gme- 
iinsche Reaktion sind negativ. Die Lislichkeitseigenschaften sind die 
gleichen wie beim analytischen Produkt. Zur Analyse wurde aus Benzol- 
Petrolither umgefiillt. 

4,032 mg Subst. (bei 100° i. Hochv.-Mikroexsicecator nach J. Unter- 
zaucher getr.): 9,500 mg CO,, 2,480 mg H,O. — 3,201 mg Subst.: 0,828 mg 
H,0. — 3,509 mg Subst.: 0,274 cem N, (27°, 721mm). — 4,266 mg Subst.: 
3,214 mg AgJ. 

C,-11,,0,N, (818,2) Ber. C 64,11 H 6,97 
Gef. ,, 64,26 ,, 6,74 


O 20,12 
»» 19,10 


N 8,80 OCH, 9,75 
» 843 yy 9,95. 


Koproporphyrin-III-tetramethylester. Das bei der chromato- 
vraphischen Trennung (vgl. oben) anfallende rosafarbene Farbstoffgemisch 
zeigt Porphyrinspektrum und fluoresciert in alkoholischer Zinkacetatlésung 
rot. Das Gemisch wird mit heiBem Methanol aus dem Aluminiumoxyd heraus- 
selist und in Ather iiberfiihrt. Die ‘itherische Lésung wird mehrere Male 
mit 2°/,iger Salzsiure ausgezogen. Die so erhaltene salzsaure Porphyrin- 
‘sung wird erneut in Ather getrieben. (Der nicht in die Salzsiure tiber- 
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gehende rote Farbstoff zeigt mit Zinkacetat das fiir Mesobilipurpurin charakte. 
ristische Absorptionsspektrum). Nachdem die Reinigung iiber Ather-Salzsiur, 
noch 3mal wiederholt worden ist, wird der Ather eingeengt und duro 
wenig Methanol ersetzt. Nach einigen Tagen krystallisieren sternfirmj, 
angeordnete rotbraune Nadeln aus. Schmelzp. 139—140° (korr.), Mise}. 
schmelzpunkt mit Koproporphyrin-III-tetramethylester (Schmelzp. 149) 
= 140°. Ausbeute aus 1 g Mesobilirubinogen, 2—3 mg. 


Oxydation von symmetrischen Bilirubinoiden mit Bleitetraacetat 
Die folgenden Oxydationen werden mit einer Eisessiglésung durchgefijhr, 
in der auf 20 cem Eisessig 500 mg Bleitetraacetat enthalten sind. 

a) 50 mg Mesobilirubinogen-XIII, « werden mit 10,8 cem heifer Ble. 
tetraacetat-Eisessig- Losung iibergossen, 3 Minuten auf dem _ siedende 
Wasserbad erhitzt und in Chloroform eingetragen. Die Aufarbeitung »». 
schieht, wie bei der Darstellung von Mesobilifuscin-methylester angegeher 
ist. Das Chromatogramm liefert eine obere braune Zone. Die Substany, 
die durch Elution mit Eisessig daraus erhalten wird, gleicht in allen Eigen. 
schaften dem Mesobilifuscin-methylester. Schmelzpunkt (amorph) 149° (korr, 
Mikroskop.). Ausbeute 2 mg. 

b) 60 mg Urobilin-XIII, «@ werden wie tiblich mit 12 cem der Bleitetra. 
acetat-Eisessig-Lésung oxydiert und aufgearbeitet. Das Chromatogramm 
enthilt wieder in der obersten Zone den Mesobilifuscin-methylester. (Event. 
ist noch das Oxoprodukt mit der positiven Pentdyopent-Reaktion beigemischt. 

c) 100 mg Mesobilirubin-XIII, « werden mit 17 ccm der Bleitetraacetat- 
Eisessig-Lésung wie iiblich oxydiert und aufgearbeitet. Die schlieBlich 
erhaltene braune amorphe Substanz ist wieder identisch 


fy braun mit Mesobilifuscin-methylester. Schmelzp. 145° (korr. 


























Mikroskop). 
orange d) 100 mg Glaukobilin- XIII, «-dimethylester 
werden mit 6'cem der Bleitetraacetat-Eisessig-Losung 
MMT rot oxydiert und wie iiblich aufgearbeitet. Die Adsorption 
ue der eingeengten Chloroformlésung des Reaktions- 


gemisches erfolgt wieder an Aluminiumoxyd. Lnt- 
wickelt wird mit einem Gemisch von Chloroforn- 
Ather 1:5. Der Farbstoff der braunen oberen Zone (Fig. 4) ist wieder mit Meso- 
bilifuscin-methylester identisch. Schmelzpunkt (amorph) 150—151° (kor, 
Mikroskop). Der rote Farbstoff der unteren Zone ist Mesobilipurpurin. Die 
orangefarbene Schicht gibt, eluiert, mit Zinkacetat eine in der Durchsichi 
gelbe Liésung mit brauner Fluorescenz und folgendem Spektrum: 


I. 643 ... 637,6—622,6; II. 591,5—578,6; End-Abs. 524,5 mu, 


Fig. 4 








6380,1 585,1 
Oxydation von Neoxanthobilirubinsdure-methylester mit Blei- 
tetraacetat. — Oxo-mesobilifuscin-I-methylester (VII). 400 mg Neo 


xanthobilirubinsiiure-methylester werden in 40 cem Eisessig gelést und i 
der Wirme mit 80 cem Bleitetraacetat-Eisessig-Loésung (enthaltend 500 mg 
Bleitetraacetat auf 20 cem Eisessig) versetzt. Die Eisessiglésung firbt sic! 
schwach violett, nach 8 Minuten (die Lésung ist nur noch leicht rot gefirbt 
wird das Reaktionsgemisch in 1500 ecm Chloroform gegossen und das Ganz 
mit wenig Wasser 1mal gewaschen. Dabei geht etwas Oxoprodukt 
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Lésung. Die Chloroformlésung wird getrocknet und im Vakuum cingeengt. 
Zum SchluB saugt man im Exsiccator zur Trockne und lift zur Entfernung 


des letzten Eisessigrestes 24 Stunden itiber Atzkali stehen. Dann wird mit 
15 cem Chloroform aufgenommen und durch Hartfilter von eventuell bei- 
vemengten Bleiverbindungen abfiltriert. Die Chloroformlésung wird mit 
der gleichen Menge Methylalkohol versetzt, dann wird langsam Petroliither 
zugegeben, bis eine leichte Triibung entsteht. Nach lingerem Stehen krystalli- 
siert das Oxoprodukt in langen, farblosen, meist zu Rosetten vereinigten 
Prismen an der Kolbenwand analysenrein aus. Schmelzp. 155—156° (korr., 
Mikroskop). Bei 144° firben sich die Krystalle gelb und im Innern ist eine 
Fliissigkeitsbewegung zu beobachten. Sie geben eine intensive Pentdyopent- 
Reaktion. Aus den Mutterlaugen JaBt sich durch weiteren Zusatz von Petrol- 
ither noch mehr Material ausfiillen. Zur Analyse wurde mit Ather extrahiert. 


{740 mg Subst. (bei 30° i. V. getr.): 10,740 mg CO,, 2,760 mg H,O. -— 
3.704 mg Subst.: 0,286 cem Ny, (25°, 710 mm). 
C,,Hy,O,N, (650,4) Ber. C 62,73 H 6,52 N .8,61. 
C,,H,,O;N, (334,2) Ber. ,, 61,04 ,, 664 ,, 8,38 
Gef. ,, 61,79 »» 6,52 »» 8,09. 


Mesobilifuscin-I-methylester (VIII). 150 mg Neoxanthobilirubin- 
siure werden in 15 cem Eisessig gelést. Dann werden 60 ecm der iiblichen 
Bleitetraacetat-Eisessig-Lésung zugegeben. Man erhitzt hierauf 5 Minuten 
aut dem siedenden Wasserbad und gieBt die erhaltene gelbe Lésung in 
1500 cem Chloroform. Diese Chloroformlésung wird 1 mal mit Wasser ge- 
waschen, durch Filtrieren getrocknet und vollkommen eingedampft. Dann 
nimmt man mit 10 cem n/10-Natronlauge auf und gibt 5°/,iges Natrium- 
amalgam zu. Die Lésung nimmt rasch die rote Pentdyopent-Farbe an, die 
aber beim Schiitteln auf der Maschine sofort wieder verschwindet. Nach 
2 Stunden wird die Lésung vom Quecksilber abgegossen, mit 2 n-Schwefel- 
siiure bis zur schwach kongosauren Reaktion gebracht und 10 mal mit 
Chloroform ausgezogen. Die gesamte Chloroformlésung wird noch 1 mal 
mit Wasser gewaschen, dann durch Filtrieren getrocknet und eingeengt 
(sie gibt nur noch schwache Pentdyopent-Reaktion). SchlieBlich verdringt 
wan den letzten Rest des Chloroforms durch Methanol und leitet in die 
methylalkoholisehe Lisung bis zur Sittigung Chlorwasserstoff ein. Hierbei 
firbt sich die Lésung allmihlich braun. Die braune Substanz wird wieder 
in Chloroform iibergefiihrt und schlieBlich mit Ather daraus gefillt. Noch 
eventuell beigemengtes Oxoprodukt bleibt dabei in Lésung. Die amorphe 
braune Fiillung ist in allen Eigenschaften identisch mit Mesobilifuscin-methyl- 
ester. Zur Analyse wurde aus Chloroform-Ather umgefiillt. 


3,040 mg Subst. — 0,030 mg Asche = 3,010 mg Subst. (bei 100° i. Hochy. 


getr.): 6,421 mg CO,, 1,750 mg H,O. 
C,,H,,0,N, (318,2) Ber. C 64,11 H 6,97 


Gef. ,, 62,71 vs ee 


Oxo-mesobilifuscin-II-methylester (VIla). 250 mg Iso-neoxantho- 
bilirubinsiure-methylester werden in 25 cem Eisessig gelést. Nach Zusatz 
von 1 cem Wasser wird in der Kilte auf 1 mal mit 100 cem der Bleitetra- 
acetat-Eisessig-Lésung (vgl. S. 132) versetzt. Es tritt Violettfirbung ein. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 259 10 
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Nach 30—40 Sekunden wird das Reaktionsgemisch in 3 Liter Athey gre 
gossen. Nach mehrmaligem Waschen der Atherlésung mit Wasser wirj 
i mal mit Ammoniaklésung (2 °/,ig) durchgeschiittelt. SchlieBlich wird noc} 
2mal mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet und eingeeng, 
Es krystallisiert hierbei das 1’,8’-Dioxy- 2,3, 6, 7-tetramethy]-1, 8-diithy]-4,5-<j. 
propionsiure-methylester-dipyrromethen in Rhomboedern aus (vgl. S. 13), 

Die obigen Waschwiisser und die NH,-Lésung werden nun 10 mal mi 
Chloroform ausgezogen. Die so erhaltene briiunliche Chloroformlésung wird 
1 mal mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet und im Vakuuy 
auf etwa 5cem eingeengt. Nun fiigt man 2 ccm Methanol hinzu und versetzt 
langsam (stiindlich) mit Petrolither. Nach einem Tag krystallisieren aus dem 
braunen schmierigen Riickstand farblose Prismen aus, die zu Rosetten yer. 
einigt sind. Die Substanz gibt intensive Pentdyopent- -Reaktion. Die braunen 
Schmieren werden durch Dekantieren mit einem Chloroform-Ather-Gemise) 
1:10 entfernt. Schmelzpunkt der weiben Krystalle 188° (korr., Mikroskop), 
Beim Schmelzen unter dem Mikroskop ist bei 170° Gelbbraunfiirbung zu 
beobachten, es tritt auch die gleiche Fliissigkeitsbewegung wie bei dem 
isomeren Produkt (S. 133) innerhalb des Krystalles auf. Nach der Schmelze 
erinnert das Produkt an Mesobilifuscin-methylester. (Zur Analyse wurde 
nicht geniigend Substanz erhalten.) 


Mesobilifuscin-II-methylester (IX). Die Gesamtmenge der oben bei 
der Dekantation erhaltenen braunen Mutterlaugen wird eingeengt und in 
Methylalkohol iiberfiihrt. Beim Verestern mit Chlorwasserstoffsiure tritt 
eine Farbvertiefung ein. Die Aufarbeitung geschieht wie iiblich (vgl. 8. 133), 
Durch Adsorption an Aluminiumoxyd wird dann wieder der braune, amorphe 
Ester isoliert. Schmelzp. 170—180° (unscharf). Er gleicht ebenfalls in seinem 
ganzen Verhalten dem analytischem Mesobilifuscin-methylester. 


1’,8’- Dioxy -1,3,6,8 -tetramethyl -2,7-diathyl -4,5-dipropionsaure. 
methylester -dipyrromethen (XIX). 200 mg Neoxanthobilirubinsiiure- 
methylester werden in 20 cem Eisessig gelést. Dann werden 1 cem Wasser 
und 80 cem der Bleitetraacetat- -Eisessig- Losung (vgl. S. 182) zugesetzt. Nach 
30 Sekunden wird in 3 Liter Ather gegossen. Die Ather—Eisessig-Lisung 
wird dann 3mal mit Wasser gewaschen, mit verdiinntem Ammoniak durch- 
geschiittelt, nochmals gewaschen, durch Filtrieren getrocknet und eingeengt. 
Hierbei krystallisiert das Dipyrromethen in violetten Prismen mit griinem 
Oberflichenglanz aus. Schmelzp. 253° (korr., Mikroskop). Die Krystalle sind 
thermoelektrisch (unter dem Schmelzpunktsmikroskop bei 163-—180° hiipfende 
Bewegung). Zur Analyse aus Aceton—Ather umkrystallisiert. 


4,064, 3,749 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 10,038, 9,235 mg CO,, 2,320, 
2,279 mg H,O. — 8,160 mg Subst.: 0,281 cem N, (29°, 716 mm). — 4,077, ‘ 
4,125 mg Subst.: 3,477, 2,856 mg AgJ. 

C,,H,,0O,N, (602,33) Ber. C 67,74 H 7,03 N 9,80 20CHs, 10,30 
Gef. ,, 67,36 ,, 6,89 ,, 9,47 5 :11,27 } 
67,18  ,, 6,80 va 926. & 














rp] 9 

Das Dipyrromethen ist gut léslich in Chloroform, Pyridin, Aceton ] 

und Essigester, schwer léslich in Methanol. Spektroskopisch zeigt es iD — ¢ 
Chloroformlésung eine leichte Beschattung im Griin. In alkoholischer Zink- 4 
acetat-Lésung fluoresciert es rot und besitzt eine Absorption mit dem 
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gesetzt. 


-eder der beiden Dipyrromethene nebeneinander. 


48° \iger Bromwasserstoffsiiure versetzt. 
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Maximum bei 630 my, bei Jodzusatz tritt eine Beschattung im Blau auf. 


Die Gmelinsche Reaktion ist positiv (blau, rot, gelb). Mit Ehrlichs 
Reagens wird eine hellgriine Lésung erhalten mit einer Absorptionsbande 
hei 624,3—611,4 mu. 


617,8 





1’,8’- Dioxy - 2,3,6,7- tetramethyl -1,8-diathyl-4,5-dipropionsaure- 
methylester-dipyrromethen (XX). 250 mg_Iso-neoxanthobilirubinsiiure- 
methylester werden in 25 ccm Kisessig gelést. Nach Zusatz von 1 cem 
Wasser werden 100 ccm der Bleitetraacetat-Eisessig-Lésung (vgl. S. 132) zu- 
Es tritt Violettfirbung ein. Nach 30 Sekunden wird in 8 Liter 
Ather eingegossen. Weitere Aufarbeitung wie bei vorstehendem Produkt. 
Das Dipyrromethen krystallisiert in violetten Rhomboedern, deren Ecken 
parallel zur Liingsachse abgeschnitten sind. Sie zeigen oberflichlich Bronze- 
glanz. Schmelzp. 242° (korr., Mikroskop). Zur Analyse wird mit Aceton— 
Ather extrahiert. 

4,770 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 11,786 mg CO,, 2,647 mg H,0O. 
8,799 mg Subst.: 0,83 eem N, (22°, 718 mm). 


C,,H,,0,N, (602,33) Ber. C 67,74 H 7,03 N 9,30 
Gef. ,, 67,40 ,, 6,21 ,, 9,50. 


Die Kigenschaften stimmen mit denen des Isomeren (XIX) iiberein. 
Mischschmelzpunkt der beiden Isomeren 238° (korr., Mikroskop). 

‘Oxydiert man ein Gemisch von Neo- und Iso-neoxanthobilirubinsiiure- 
methylester mit Bleitetraacetat, so erhilt man die Prismen und die Rhombo- 
Schmelzp. 238° (korr., 
Mikroskop). Es scheint, daB keine unsymmetrischen Produkte gebildet 
werden. | 


Versuche zur Klarung der Abstammung des Mesobilifuscins. 
1,06 g Rohbilirubin werden in n/10-NaOH 1 Stunde mit 5°/,igem Natrium 
amalgam hydriert und, wie auf S. 127 angegeben, aufgearbeitet. Ausbeute 
0.679 g Rohmesobilifusein. 

1,003 g Bilirubin werden 12 Stunden mit 5°/,igem Natriumamalgam 
geschiittelt und wie iiblich aufgearbeitet. Ausbeute 0,550 g Rohmesobilifuscin. 

50 mg Glaukobilin-XIII,« werden 8 Stunden mit 5°/,igem Natrium- 
amalgam reduziert und wie iiblich aufgearbeitet. Der bei der Fiillung der 
Chloroformlésung mit Petrolither erhaltene Niederschlag erweist sich als 
reines Urobilin-Mesobilirubinogengemisch. 

Desgleichen werden auch aus 200 mg Mesobilirubin-XIII,@ nach 
istiindiger Reduktion mit Natriumamalgam nur Urobilin und Mesobilirubi- 
nogen erhalten. 

Je 50 mg Mesobilirubinogen werden in £0 ccm 2 n-Natronlauge gelést. 


| Nach Durehleiten von Luft, sowohl im Dunkeln wie im Licht, konnte kein 
Mesobilifusein, sondern nur Urobilin in wechselnder Menge erhalten werden. 


5,5’- Dibrom - 4,3’-dimethyl-3-athyl-4’-propionsaure - pyrromethen- 


_ hydrobromid (X). 2g 4-Methyl-3-ithyl-2-formylpyrrol werden mit 2,3 ¢ 


Opsopyrrolearbonsiure in 8 eem Eisessig gut verriihrt und mit 3 cem 
Beim Riihren tritt nach 2—3 Mi- 
Das Kondensationsprodukt wird abgenutscht 
10* 


huten Krystallisation ein. 
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und aus Eisessig umkrystallisiert. Gelbe Blittchen mit dem Schmelzy, j¢ 
(bei 145—150° Dunkelfirbung). 

2g dieses 4,3’- Dimethyl]-3-iithyl-4’-propionsiure-pyrromethen-hyd,. 
bromids werden in 10 cem Eisessig aufgeschlimmt und mit 3,9 cem en 
40°/,igen Brom-Eisessiglésung versetzt. Nach 5 Minuten setzt Krystyl). 
sation ein. Aus Kisessig rote Platten, Schmelzp. > 310°, ab 175° Sinteruy: 
Das Produkt ist hygroskopisch. 

Zur Analyse aus Eisessig umkrystallisiert. 


4,430 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 6,123 mg CO,, 1,430 mg H,0, 

4,104 mg Subst.: 0,215 cem N, (20°, 717 mm). — 5,935 mg Subst.: 5,779 mg Agi} 
C,,.H,,O.N,Br, (510,9) Ber. C 37,58 H 3,76 N 5,48 Br 46,92 
Gef. , 87,0 | B81 , 3,7 »y 41,44. 


Versuch: 2g 5,5’-Dibrom-4,3’-dimethyl-3-ithyl-4’-propionsiure-pyry. 
methen-hydrobromid werden mit 60 cem 10°/,igem Kaliummethylat iy 
Bombenrohr 2 Stunden auf 170—180° erhitzt. Darnach wird die Lésurg 
mit Eisessig angesiiuert und 3mal mit Chloroform ausgezogen. Die Chiu 
formlésung wird mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet uni 
eingeengt. Dann wird in Methanol iiberfiihrt und mit Chlorwasserstoff ver. 
estert, wieder in Chloroform gebracht und, wie bei Mesobilifuscin angegebes, 
chromatographiert. Es wird in kleiner Ausbeute ein dem Mesobilifuscin. 
methylester in allen Eigenschaften und im Verhalten véollig gleichende: 
brauner amorpher Kérper erhalten. Schmelzpunkt (Sinterung!) ab 180! 
Als weitere Umsetzungsprodukte werden Glaukobilin und Mesobilipurpurin 
erhalten. 
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Uber Myobilin 
I. Mitteilung 
Von 
Gino Meldolesi, Walter Siedel und Hans Moller‘) 


Mit 4 Figuren im Text 


(Aus der Medizinischen Universititsklinik Rom 
und dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Marz 1939) 


Es ist seit langem bekannt, daB bei der primiren progressiven 
Muskeldystrophie die Skelettmuskulatur auffallend bla8 und fisch- 
fleischartig ist. Der eine von uns (G. M.) konnte feststellen, dah 
diese charakteristische Entfirbung der quergestreiften Muskulatur 
von der Verminderung des Myo(hiimo)-globingehaltes der Muskel- 
faser herriihrt. Dieses Ergebnis fiihrte zu der Frage nach dem 
Nchicksal des Muskelfarbstoffs oder Myoglobins in den Fallen der 
Muskeldystrophie, speziell nach den Umwandlungsprodukten der 
prosthetischen Gruppe des Myoglobins, also dem Myohiim bzw. 
Myohaimatin. 

Der physiologische Abbau oder Umbau der prosthetischen 
Gruppe des Himoglobins, des roten Blutfarbstoffs, fiihrt bekannt- 
lich iiber die Stufe des Biliverdins und Bilirubins zu den Leuko- 
verbindungen Urobilinogen und Stercobilinogen bzw. deren Oxy- 
dationsprodukten Urobilin und Stercobilin [I und I1?)| 


H,G;-—G,H,  HyC7—Prs Prs——CH, HAC pf 5E 








Y Y | ‘ 
NH NH I N N] 
Urobilin- IX, or 


H,C-— C,H, H,C;——Prs Prs CH, io C,H, 


2 

CH a ual on,—l_ [2 
NH NH II N NH 

Stercobilin-IX,a  p,., — —CH,CH,COOH. 











'! Hans M@ller, Dissert. Technische Hochschule, Miinchen 1939. 
) H. Fischer u. H. Halbach, Diese Z. 238, 59 (1936); W. Siedel 
u. E. Meier, Diese Z. 242, 101 (1936). 
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Da die Skelettmuskulatur etwa 1/, des Kérpergewichtes ay. 
macht und einen grofen Prozentsatz an Myoglobin enthiilt, , 
mu8 von vornherein angenommen werden, daB die Gesamtmerng; 
an Muskelfarbstoff mindestens ebenso groB ist, wie diejenige (x 
Haimoglobins. Daraus wiederum muB8 der SchluB gezogen were, 
daB bei einem erhéhten Abbau des Myoglobins — bei eine, 
gleichen oder iihnlichen Mechanismus der Umwandlung wie },; 
dem Hamoglobin — eine wesentliche Vermehrung der Endprodukt: 
also der Gallenfarbstoffe oder iihnlicher Pyrrolverbindungen 1 
erwarten ist. 

DaB neuartige Produkte auftreten wiirden, schien vores 
weniger wahrscheinlich, da ja die prosthetische Gruppe des Muskel. 
farbstofis mit gréBter Wahrscheinlichkeit auch beim Menschen inj 
derjenigen des Blutfarbstoffs identisch ist. Zwar ist das Myoglobiy 
spektroskopisch') sowie in seiner Affinitaét zu Sauerstoff!?) wesent. 
lich von Hiimoglobin unterschieden, jedoch liegen diese Unter. 
schiede in der Verschiedenheit der Kiweifikomponenten begriindet. 
Die prosthetischen Gruppen konnten sowohl von R. Schin- 
heimer’) (bei Myoglobin aus Rinderherz und der Skelettmusku- 
latur des Hundes) sowie von H. Fischer und Halbach‘) (bei 
Myoglobin aus Harn eines mit Myoglobinurie behafteten Pferdes 
in Form des mit HJ—Hisessig erhaltenen Mesoporphyrins mit deu 
Mesoporphyrin-I[X aus Hiimin identifiziert werden. Auch eigene 
Versuche ergaben, daB das Protoporphyrin aus dem chromato- 
graphisch gereinigten Myoglobin des menschlichen Muskels spektr- 
skopisch mit dem Protoporphyrin aus Blutfarbstoff identisch ist. 
Obwohl nach dem spektroskopischen Befund auch ein Isomeres 
des Protoporphyrins in Frage kommen kénnte, so ist dies dock 
nach den oben genannten Befunden kaum wahrscheinlich, vo! 
allem, wenn man in Betracht zieht, daB ja auch das Bluthimu 
des Menschen mit dem der Tiere identisch ist. 

Bei einer abnormen Ausschwemmung des Myoglobins i 
Koérper sollte man also eine Erhéhung der Gallenfarbstoffaus- 
scheidung erwarten. Whipple und Robscheit-Robbins) habe 


1! O. Schumm, Die spektroskopische Analyse, Jena 1927, 5. 
H. Theorell, Biochem. Z. 268, 46 (1934). 

2) R. Hill, Nature 132, 897 (1933); F. Haurowitz, Diese Z. 2 
125 (1935). 

3) Diese Z. 180, 144 (1929). 

4) H. Halbach, Dissert. Technische Hochschule, Miinchen 1939. 
5) Amer. J. Physiol. 78, 675 (1926). 
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auch eine Vermehrung der Ausscheidung von Galle nach Injektion 
von Muskelfarbstoff beim Hunde beobachtet. Carlstrém’) hat 
hei der Pferde-Myoglobinurie einen Ikterus gefunden, obwohl 
die Leber anatomisch und funktionell intakt war und das Blut 
keine pathologischen Verinderungen zeigte. Ks sei auch noch 
erwihnt, daB Mc Master, Broun und Rous”) eine wesentliche 
Vermehrung der Gallenfarbstoffausscheidung bei grofen Muskel- 
anstrengungen festgestellt haben, woraus ebenfalls hervorgeht, 
daB die Méglichkeit eines direkten Uberganges des Muskelfarb- 
stofis in Gallenfarbstoff besteht. 

Bei der progressiven Muskeldystrophie kénnte man annehmen, 
la8 in der pathologischen Muskelfaser der Umsatz des Myoglobins 
veschleunigt ist und dieses damit einem schnelleren Abbau an- 
eimfillt. In diesem Falle sollte man eine Vermehrung der 
Ausscheidung von Bilirubinoiden im Kérper erwarten in Parallele 
mur Bilirubinbildung beim himolytischen Ikterus. 


| 


Ks wurde nun von uns beobachtet, dab bei jedem Myopathiker 
das Serum eine ausgesprochen gelbe Farbe besitzt, obwohl die 
Leber anatomisch und funktionell normal ist, ebenso wie das 
Blut, d. h. keine Zeichen von Hiimolyse vorliegen. Die Diazo- 
reaktion, auch die indirekte, verliiuft bei diesem Serum negatiy, 
die photometrische Bilirubinbestimmung (nach Cleaghorn) ergibt 
villig normale Werte. Auch die Lipochrome sind fiir die Gelb- 
‘irbung nicht verantwortlich, wie spektroskopisch gezeigt werden 
konnte. Chromatographisch konnte das Pigment gereinigt werden. 
Ks hat sich gezeigt, daB die Menge dieses Serumpigments in 
direktem Verhiltnis zur Schwere des klinischen Befundes steht. 
Weitere Mitteilung tiber dieses Pigment seien einer spiteren Ver- 
iffentlichung vorbehalten. (Wie neuere Untersuchungen zeigten, 
vgl. Fig. 8, S. 146, ist das Pigment besonders im Blutserum von 
Woéchnerinnen enthalten.) 

Gegeniiber der Isolierung dieses Pigments erschien es nun 
aussichtsreicher, eventuelle weitere Abbauprodukte desselben oder 
des Myoglobins im Harn bzw. in den Faeces der Myopathiker 
zu suchen. Wihrend nun beim Myopathiker der Pigmentgehalt 
des Harnes gegeniiber dem normalen unveriindert ist (und auch 
die Pentdyopent-Reaktion negativ ist), wurde gefunden, da in 
den Faeces die Menge der Bilirubinoide, bzw. ibr Verhiltnis 


) Skand. Arch. Physiol. 62, 1 (1931). 
‘) J. exper. Med. (Am.) 87, 395. 
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zueinander, gegeniiber dem Normalfall wesentlich verindert js. 
und zwar wurden folgende Feststellungen gemacht?): 


1. Ganz allgemein weisen die Stuhlextrakte bei Myopathikey 
eine tiefere braune Farbung auf als die in gleicher Weise . 
wonnenen normalen Extrakte; | 

2. zeigen die Extrakte schon ohne Zusatz von Zinkacetg 
eine spontane griine Fluorescenz, die im Normalfall nicht yor. 
handen ist; 

3. wird mit Zinkacetat die Fluorescenz nicht so stark erhihi 
wie hinsichtlich der Farbtiefe der Extrakte (also angenomie 
bei vermehrtem Urobilin- und Stercobilingehalt) erwartet werde 
miiBte; 

4. in Ubereinstimmung damit ergibt auch die Ehrlichiscle 
Reaktion normale Werte. 

5. Es werden verschiedene Werte erhalten, je nachdem 0) 
man die Fluorescenzbestimmung oder die spektrophotometrische 
Bestimmung nach der Extinktion der Urobilinbande verwendet. 

6. Die Spontanfluorescenz bleibt erhalten, auch wenn keine 
Urobilinoide mehr vorhanden sind. 


Wie die Tabelle (S. 141) zeigt, wird die Gesamtmenge der 
Pigmente erheblich vermehrt gefunden. In EKinzelfallen ist sie 
sogar bis auf das 20 und 22 fache”) des Normalfalles (berechnet im 
Verhaltnis zum Kérpergewicht und zur Blutmenge des Patienten 
erhéht gefunden worden. 

Weiter hat die klinische Beobachtung gezeigt, daB die Ver 
mehrung der Gallenfarbstoff-Ausscheidung im direkten Verhiiltnis 
zur Progressivitit der Dystrophie steht. Befindet sich die Krank- 
heit in einem stabilen Zustand, so ist die Uberausscheidung nicht 
mehr so auffillig. Ist schlieBlich die Krankheit so weit for'- 
geschritten, daB die Muskelmasse fast vollig geschwunden ist, s( 
sinkt der Pigmentanfall unter die Norm. Wird dann ein stark prv- 
gressiver Muskeldystrophiker (mit einer groBen Uberausscheidun; 
von Pigment) erfolgreich mit Pankreatin behandelt, dann sinkt 
— sobald man réntgenologisch vermehrten Myoglobingehalt de! 
Muskulatur feststellt — die Uberausscheidung der Pigmente at! 
den Normalwert. Vgl. die Kurvenbilder S. 142. 


1) Vgl. auch G. Meldolesi, Verdéff. d. Berliner Medizin. Ges. 44, 1662 
(1937). 

2) G. Meldolesi, ,,La miopatia cronica primaria progressiV’. 
Roma 1935. 
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Aus diesen Beobachtungen ergab sich zwangsliutig, daB in 
den Extrakten aus Myopathikerstuhl neben den Urobilinoiden und 
shren Leukoverbindungen ein neuer, bisher noch nicht unter- 
suchter und beriicksichtigter Farbstoff vorliegen muBte. 








. Hb | Terwen- i — 
Fall | Alter |rper-| nach | sche | Dilin- | Kili. 
gewicht] Sahli |Einheiten| index | Varietiit 
Myopathiker mit ausgesprochener Progressivitit der Muskeldystrophie 
iI ¢ S. 0. 9 21 | 87 1992 +16 PsH. 
21 | DM. {| 31 66 85 3026 | +14,1 L.M. 
3 | ¢ A. B. 8 26 80 2632 +11 PsH. 
4]1¢ V. G. 15 31 92 1152 + 9,3 PsH. 
5 | 6 M.S. 21 56 95 1935 + 8,2 E. 
g x. C. 39 48 90 1282 + 8,07 EK. 
71 oA wes 6 20,5 75 710 + 8,9 PsH. 
s | ¢ a. 9 21 90 641 + 7,§ L.M. 
9 | g re 7 23 93 276 + 7,59 PsH. 
10 | ot C.L.P. 8 23 80 489 + 7 L.M. 
ll | ¢ A. T. 15 37 75 768 + 6,9 L.M. 
12 | & L.L.B. 18 52 80 794 +- 5,9 E. 
13 | Q M.F. | 35 56 80 984 + 5,9 L.M. 
l4 | gt mm F. 12 31 85 641 + 5,8 PsH. 
Is | gt F.S. 16 45 85 768 + 5,5 L.M. 
ln | ¢ D. 0. 12 26 93 403 + 4,8 L.M. 


























Auberordentlich schwere Myopathiker mit fast komplettem Schwund 
der Skelettmuskulatur 


























| oi x. G. 12 21 80 96 + 1,2 PsH. 

2 2 C. M. 11 23 98 296 + 3 L.M. 

J E. PF. 26 46 85 861 + 2,02 L.M. 

oh r. FP. 24 45 85 343 + | L.M. 

J B. M. 28 44 80 434 + 0,95 L.M. 

Klinisch (durch Behandlung) stabilisierte Fiille 

| S. O. 9 21 87 189 + 3 L.M. 

Pe B. M. 12 $2 80 326 + 2,64 L.M. 
M.S. 24 58 95 542 + 3,1 E. 

4 G. G. 5 21 80 196 + 1,53 | PsH. 

’ D. O. 12 26 93 120 + 1,5 L.M. 

6 C. B. 7 24 90 147 + 1,5 L.M. 


























PsH. = Pseudohypertrophisch, 
LL.M. = Leyden-Mo6bius (atrophisch), 
E. = Erb (juvenil). 


Auf Grund dieser Annahme wurde nunmehr Myopathiker- 
stull mit Alkohol extrahiert und so aufgearbeitet, daB das Produkt 
mit der Spontanfluorescenz angereichert wurde. Dann wurde 
chromatographisch an Talkum gereinigt und damit von der gréBten 
Menge der Urobilinoide (Urobilin und Stercobilin) abgetrennt. 
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Durch mehrmalige Fallung mit Petrolither aus Chloroform wurde 
eine weitere Iteinigung erzielt. SchlieBlich resultierte ein braunes 
amorphes Pigment, dessen Liésung in Alkohol bzw. Chloroform 
noch die Spontanfluorescenz zeigte. Zur vélligen Abtrennung de; 
Urobilins und Stercobilins wurde endlich noch eine Chromatp. 
graphie an Aluminiumoxyd vorgenommen. Durch Elution ,i: 
Kisessig konnte das Pigment dann in reinster Form gewonney 
werden. Die Spontanfluorescenz ist dabei aber vollig verschwundey, 
Dab tatsichlich diese Spontanfluorescenz nicht der brauney 
amorphen Substanz selbst eigen ist, sondern einer Verbinduny 
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Die Kurven veranschaulichen die Anderung der gesamten ,,Bilin® 
Farbstofimenge bei 3 Myopathikern wiihrend der erfolgreichen Pankreatin- 
behandlung. 


derselben mit einer KiweiBkomponente, konnte ebenfalls bewiesen 
werden. So verschwand die Fluorescenz beim Kochen des roheu 
Pigmentextraktes. Der hierbei erhaltene Riickstand konnte als 
KiweiB identifiziert werden. Auch durch Veresterung mit Chlor- 
wasserstofisiiure wurde die Spontanfluorescenz vernichtet, eben 
infolge der Abspaltung und Hydrolyse der EiweiBkomponente. 
Was das Chromoproteid selbst betrifft, so ist es auffillig, dai 
es sich, ohne auszuflocken, in Alkoholen und Chloroform lost. 
Im Hinblick auf diese Tatsachen und vor allem wegen der 
relativ groBen Bestiindigkeit des neuen Pigments im Gegensatz zu 
den Urobilinoiden, konnte nunmehr eine neue, verkiirzte Darstellungs- 
methode ausgearbeitet werden, bei der schon das Rohpigment 
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yerestert wird. Auf diese Weise kénnen sowohl die Fette wie das 
KiweiB leichter abgetrennt werden. AuBerdem wird die Eluier- 
barkeit des neuen Pigments aus dem Aluminiumoxyd erhéht. Auf 
diesem Wege wurden 30 mg Pigment in Form des Methylesters 
gewonnen. 

Dieser Methylester stellt ein braunes amorphes Produkt dar, 
das in Alkoholen, Pyridin, Chloroform, Hisessig, Essigester und 
Aceton leicht léslich, in Ather und Petroliither fast unléslich ist. 
Ks gibt weder die Gmelinsche Reaktion (mit HNO,—HNO,), noch 
jie Ehrlichsche (mit Dimethylaminobenzaldehyd), noch yan den 
Kergsche (mit Diazobenzolsulfosiiure). Auch die Pentdyopent- 
Reaktion ist negativ. Mit Zinkacetat zeigt es keine Fluorescenz, 
Wildet aber ein schwerer lésliches Zink-Komplexsalz. Der Schmelz- 
punkt ist 169—-170° (korr., unter dem Mikroskop nach Kofler 
und Hilbck). Die Analyse ergab: C 65,71, H 7,55, O}) 19,69, 
\ 5,48, OCH, 7,86°/). Exakte Schliisse konnten aus den Analysen- 
daten nicht gezogen werden, die Substanz erwies sich auch als 
stark hygroskopisch. Die freie Siure gleicht in ihren Kigenschaften 
im allgemeinem dem KHster, nur die Léslichkeitsverhiltnisse sind 
andere. Sie schmilzt bis 340° nicht. 

DaB in diesem neuen Pigment nun jedenfalls ein Abkémm- 
ling eines Porphyrins bzw. eines Gallenfarbstoffes vorliegt, konnte 
durch Oxydation mit rauchender Salpetersiure bewiesen werden. 
Ks entstand sowohl Methyl-athyl-maleinimid wie Himatinsiure, 
die als Hiimatinsiure-anhydrid identifiziert werden konnte. Kine 
Leukoverbindung mit Natriumamalgam zu erhalten, gelang nicht. 

Der Vergleich dieses neuen Pigments mit den gut unter- 
suchten, bekannten Gallenfarbstoffen ergab, daB es mit keinem 
von diesen identisch ist. Es hatte jedoch eine auferordentliche 
Ahnlichkeit mit einem schon von H. Fischer?) 1911 bei der 
Amalgamreduktion des Rohbilirubins erhaltenen Nebenprodukt, 
welches damals ,,Kérper II“ genannt worden war. Da dieses Neben- 
produkt viel leichter zuginglich ist, schien es méglich, auf dem 
Wege iiber die Untersuchung dieser Verbindung gleichzeitig Klar- 
heit itber die Konstitution des neuen Pigments des pathologischen 
Organismus zu schaffen. 


'! Der Sauerstoff ist auf direktem Wege nach der Methode von 
J. Unterzaucher u, K. Birger (Ber. chem. Ges. 71, 429 (1938)] von Herrn 
K. Biirger in liebenswiirdiger Weise bestimmt worden. Wir danken Herrn 
Biirger fiir seine Bemiihung auch an dieser Stelle bestens. 
*) Diese Z. 73, 204 (1911). 
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Wie die vorstehende Abhandlung zeigt, war dieser Weg auc); 
erfolgreich. Die Straktur des ,,Kérpers II“, fiir den nunmehr dic 
Bezeichnung Mesobilifuscin gebraucht wird, konnte im Sinne der 
Formeln III und IV aufgeklirt werden. 


HOOC COOH 








| 
Hi, 0, CH, at ah sole | | HC > C,H 
| ! | | tl ‘ | | ' 
N III NH NH 1V N 
Mesobilifuscin-I Mesobilifuscin-I] 





——— 


Mesobilifuscin = ,,K6rper II“. 


Dieses Mesobilifuscin erwies sich nun in allen Eigenschatten 
(die Untersuchungen wurden mit dem Methylester durchgetiihrt 
mit dem neuen aatiirlichen Pigment identisch; und zwar, was 
Loslichkeit, Verhalten zu den Reaktionen auf Gallenfarbstofie, Be- 
stiindigkeit, Hygroskopizitat und Nichthydrierbarkeit mit Natrium- 
amalgam betrifit. Ebenso stimmen die Schmelzpunkte der Methy!- 
ester iiberein, und im Mischschmelzpunkt tritt keine Depression 
ein. Was die Analysen betrifit, so stimmen sie am besten in den 
Sauerstoffwerten iiberein. Die Werte fiir C, H, OCH, differieren 
zwar, liegen aber in der gleichen GréBenordnung. Nur die N-W erte 
weichen wesentlich voneinander ab. Da jedoch, wie schon gesagt, 
die Substanzen hygroskopisch sind und infolge der geringen vor- 
liegenden Menge an neuem Pigment vielleicht die Reinigung yon 
anhaftenden Proteinbruchstiicken nicht restlos gelungen ist, kann 
auf die Analyse nicht das gleiche Gewicht wie iiblich gelegt werden. 
Dagegen zeigt die Messung der Lichtabsorption im Ultravioleti 
(Fig. 2), fir deren Ausfiihrung wir Friulein Dr. F. Pruckne: 
bestens danken, eine weitgehende Ubereinstimmung bei beiden 
Farbstoffen. Gerade die Extinktionskurven sind sehr charakte- 
ristisch und weichen ab von denen der bisher bekannten Gallen- 
farbstoffe. 

Bei Beriicksichtigung aller dieser Ergebnisse darf angenommen 
werden, daB — obwohl noch bei den Analysen Differenzen be- 
stehen — das neue Pigment aus den Faeces der Myopathiker mit 
yrépter Wahrscheinlichkert mit dem Mesobilifuscin rdentisch rst. 

Was die Bedeutung des neuen Pigments betrifft, so geht sie 
aus folgenden Erwigungen hervor. 

Die in der voranstehenden Abhandlung beschriebenen Ver- 
suche haben gezeigt, daB sich das Mesobilifuscin (.,Kérper II") 
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som Bilifuscin ableitet, welches sich in den Gallensteinen neben 
Bilirubin und Biliverdin findet, wie Briicke!) und G, Stideler’) 
sezeigt haben. 

Da bei dem Myodystrophiker Verdauungsstiérungen vorliegen, 
jnnte man annehmen, daB das neue Pigment ein pathologisches 
Umwandlungsprodukt des Bilirubins bzw. der Urobilinoide ist, das 
eben im Darm durch pathologische Kinwirkungen (Bakterien, 
fiulnisprozesse) entsteht. Tatsiichlich ist aber das Pigment auch 
hei jenen Dystrophikern gefunden worden, bei denen die Ver- 
dauung vollkommen normal ist. 

Das Pigment tritt nun in relativ groBen Mengen bei den 
primiren Myopathikern auf, d. h, bei Patienten, bei denen dic 
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Neues Pigment hit, 
ee sk oo in Alkohol gemessen 
—_— — Mesobilifuscin = ,,.Kérper II* J Vi weap can . 


Muskulatur myoglobinarm wird und bei denen ein erhdhter Myo- 
globinumsatz anzunehmen ist. Wie schon gesagt, ist auch vom 
klinischen Standpunkt aus leicht festzustellen, daB die Myoglobin- 
Verarmung der Muskulatur und die Ausscheidung des neuen 
Farbstoffs parallel gehen. 

Infolgedessen kinnen wir annehmen, da8 das neue Pigment 
mit dem Abbau des Muskelfarbstoffs, des Myoglobins in Beziehung 
steht. Zwar haben Himoglobin und Myoglobin, wie schon 8. 138 
gezeigt wurde, die gleiche prosthetische Gruppe, da sie jedoch in 
ihren KiweiBkomponenten unterschieden sind, ist es nicht aus- 
geschlossen, da8 der Abbau des Porphyrinkomplexes iber ver- 
schiedene Wege liuft. Da das neue Pigment zusammen mit dem 


*) Wiener med. Z. 4, Heft 44 (1859). 
*) Liebigs Ann. 132, 323 (1864). 
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Urobilin und Stercobilin in den Faeces vorkommt, schlagen wir jy 
Anlehnung an diese beiden Namen die Bezeichnung Myobilin vor. 
Wor verstehen darunter die spontan fluorescierende HiwetBverbinduy; 
des Mesobilifuscins, wie sie im Stuhl vorkommt. 


Ks sei noch hervorgehoben, daB das Myobilin noch nie in, 
Harn beobachtet worden ist. Das grofe Molekil des Chromo. 
proteids kann scheinbar das normale Nierenepithel nicht passieren, 


Wenn das Myobilin das Endprodukt des Myoglobinumsatzes 
ist, sollte man es auch im normalen Organismus finden, selbst- 
verstiindlich in geringerer Menge. Bei unserem Versuch am Kranken- 
bett wurde bei der Myobilinbestimmung nach dem Fluorescenz- 
verfahren immer die Menge von 7 g Stuhl verwendet. Wibhrend 
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Entbindung 


Gehalt an Myobilin + Bilirubin (photometr. nach Heilmeyer) 
—~~—-— Gehalt an Bilirubin (Bilirubinspiegel) (photometr. nach Cleaghorn) 


Die Kurven stellen als Mittel von 6 Fiillen die Verhiiltnisse zwischen 
Serumfarbe und Bilirubingehalt bei der Resorption des Uterus nach der 
Geburt dar. 


unter diesen Verhaltnissen beim Myopathiker eine deutliche Spontan- 
fluorescenz nachzuweisen ist, verliiuft der Versuch beim normale. 
Menschen vollkommen negativ. Verwendet man aber grobere 
Mengen Stuhl, so ist auch beim normalen Fall Myobilin deutlich 
nachzuweisen. 

Da nach der Feststellung des einen von uns (G. Meldoles! 
bei der normalen Schwangerschaft die Gebirmutter eine deutliche 
Myoglobinvermehrung bis zum Gehalt des Musculus_pectoralis 
zeigt, und der Uterus nach der Geburt sich ja zum Normalzustand 
zuriickentwickelt, sollte man annehmen, daB im Wochenbett eit 
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' yerstiirkter Myoglobinabbau eintritt. Tatsichlich findet sich auch 
' hei Wochnerinnen in den ersten Tagen nach der Geburt eine 
' groBe Menge spontanfluorescierendes Myobilin im Stuhl. Neueste 
Untersuchungen ergaben auch bei Wéchnerinnen eine starke Ver- 
'mehrung des schon 8.139 genannten gelben Serumfarbstofies. 
Das Kurvenbild (Fig. 3) veranschaulicht die Verhiltnisse. 


Versuche 
Gewinnung und Reinigung des Myobilins und Spaltung des 


| Chromoproteids. — A. Rohmyobilin. a) Altere Methode: Myopathiker- 
' stuhl wird ungetrocknet bei gewoéhnlicher Temperatur 2 Tage lang mit 


Alkohol ausgezogen. Der alkoholische Extrakt wird im Vakuum eingeengt 
und mit Chloroform aufgenommen. Die Chloroformlésung wird gewaschen, 


durch Filtrieren getrocknet, eingeengt und mit der etwa 4 fachen Menge 


an Petrolither versetzt. Der ausgeflockte braune Niederschlag wird ab- 
gesaugt, erneut in Chloroform gelést und diesem ReinigungsprozeB, je nach 


- yorhandenen Verunreinigungen, mehrere Male unterworfen. Die Chloroform- 
| lisung wird zuletzt nochmals mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren ge- 
trocknet und in der Tswettschen Siule an Talkum (venet. 7/0) adsorbiert. 


Bei der Entwicklung mit Chloroform-Ather 1:2 trennen sich die Urobilinoide 


' vom Myobilin, wihrend die Fette ausgewaschen werden. Das Myobilin be- 
' findet sich in der unteren Zone der Siiule und kann mit Chloroform oder 
| Alkohol eluiert werden. 


hb) Neuere Methode: Myopathikerstuhl wird bei gewoéhnlicher Tempe- 
ratur 2mal 6 Stunden lang mit Alkohol ausgezogen. Der alkoholische Aus- 


_ zg wird in Chloroform gegeben und diese Lésung mit Wasser gewaschen. 


Nach Trocknen durch Filtrieren wird die Chloroformlésung auf kleines 
Volumen eingeengt und mit viel Petroliither versetzt. Dabei werden die 


| Fette im Petroliither aufgenommen und gleichzeitig das Myobilin ausgefiillt. 


Die braune Lésung wird nochmals in Sprit aufgenommen und mit Petrol- 


| ither erneut gefillt. Nunmehr werden die braunen Flocken in Methanol 
_ gelist und durch Einleiten von Chlorwasserstoffsiiure verestert. Nun wird 
| die noch unangenehm siiBlich riechende) Liésung in Chloroform iiberfiihrt. 
_ Nach Waschen der Chloroformlésung mit Wasser, Trockenfiltrieren und 
_Einengen wird erneut mit Petroliither gefillt. Es ist hiiufig zweckmiibig, 


nochmals eine Verseifung mit 2 °/,iger methylalkoholischer Natronlauge und 
erneute Veresterung mit Methanol-HCl vorzunehmen. Die schlieBlich er- 


| haltene Chloroformlésung wird eingeengt und chromatographisch gereinigt. 


B. Chromatographische Reinigung. Die Chloroformliésung [die 


} noch schwache Griinfluorescenz zeigt und im ultravioletten Licht blau 
 fluoresciert (EiweiB!)] wird auf eine mit Ather getriinkte Siule von Alumi- 
numoxyd (standardisiert nach Brockmann) von 4cm Durchmesser und 


cm Liinge gegeben. Dann wird zuniichst mit einer Mischung von Chloro- 


; 'orm-Ather 1:10 entwickelt. Es wandert ein gelber (stark siiBlich riechen- 
| der) eiweiBhaltiger Anteil nach unten und wird schlieBlich aus der Siule 
| herausgewaschen. Nun wird mit Chloroform-Ather-Gemisch 1:2 weiter 
F entwickelt. 


Dabei bildet sich allmihlich unter der obersten braunen Zone, 
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die den Mesobilifuscin-methylester enthilt, eine mehr gelbliche Se}ij,), 
Sie enthalt Urobilin- und Stercobilin-methylester. In der untersten oe 
schwach gefirbten Zone befindet sich noch ungespaltenes Myobilin. \), 
der abgetrennten obersten Zone wird der Mesobilifuscin-methyleste, 

heiBem Eisessig eluiert. Der Ester wird dann in Chloroform iiberge: 


Wy Mesobilifusein 


Urobilin, Stercobilin 
































HIMHM UE 
eidedatiays _y oye 
Hitt Myobilin 
AH PER . 
Vig. 4 


Diese Lésung wird wie iiblich mit Wasser und 2n-Ammoniaklésung .- 
waschen, durch Filtrieren getrocknet und eingeengt. Beim Versetzen mi 
einem groBen Uberschu8 an Petroliither fillt der braune Mesobilifuscin- 
methylester aus. Ausbeute aus etwa 100 Myopathikerstiihlen 30 mg Substan:. 


Eigenschaften der prosthetischen Gruppe des Chromoproteids. 
Methylester. Braune amorphe Substanz, leicht léslich in Chloroforn, 
Alkoholen, Pyridin, Eisessig, Essigester und Aceton, unldslich in Ather 
und Petrolither. Die Gmelinsche Reaktion ist negativ, ebenso die Elhr 
lichsche und die Diazoreaktion. Die Pentdyopent-Reaktion ist ebenfalls 
negativ. Der reine Ester fluoresciert nicht mehr. Mit Zinkacetat bildet er 
ein schwer lésliches Komplexsalz. Eine Reduktion des Esters bzw. der 
freien Siiure gelingt weder katalytisch noch mit Natriumamalgam. 


Der Schmelzpunkt des Esters liegt bei 169—170° (korr., Mikroskop. 
In Mischung mit Mesobilifuscin-methylester (Schmelzp. 172—176° (kor. 
Mikroskop), Schmelzp. 169° (korr.), also keine Depression. Der Methy 
ester ist hygroskopisch. 

Analyse des Methylesters. Zur Analyse wurde in Chloroform 
gelést, durch Hartfilter filtriert und mit Benzin (reinst) gefillt. Die {ou 
stanttrocknung wurde im Hochvakuum-Mikroexsiccator nach J. Unter 
zaucher bei 100° durchgefiihrt. 


4,875 mg Subst.: 11,745 mg CO,, 3,290 mg H,O. — Einwage: 3,405 mg 
Subst., bei Trocknung 0,063 mg Abnahme, beim Stehen an der Luft 0,046 12 
H,O-Aufnahme, nach erneutem Trocknen 3,328 mg Subst.: 0,738 mg H,0. — 
3,063 mg Subst.: 0,152 ccm N, (26°, 721 mm). -— 2,928 mg Subst.: 1,718 mg Agu. 


Gef. C 65,71 H 7,55 0 19,69 N 5,45 OCH, 7,86. 
Fiir Mesobilifuscin-methylester berechnet sich: 


C,,H,,0,.N, Ber. C 64,11 H 6,97 © 20,12 N 8,80 OCH, 9,75 
(318,2) Gef. ,, 63,98 ,, 6,97 ,, 20,11 ,, 8,63 9,88. 
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Oxydativer Abbau mit Salpetersdure. 7 mg Methylester werden 
mit 2 cem rauchender Salpetersiiure versetzt und 6 Stunden stehen gelassen. 
Dann wird mit Wasser verdiinnt und von dem ausfallenden hellen Nieder- 
schlag abfiltriert. Die saure Lésung wird 5mal ausgeiithert. Die Atherlésung 
wird 2mal mit n-NaOH durchgeschiittelt, dann mit wenig Wasser ge- 
waschen, durch Filtrieren getrocknet und eingeengt. Es hinterbleibt ein 
elbes Ol, das im Kupferblock im Reagenzglas bei 11 mm Druck bei 80 bis 


i 
@) 


100° destilliert wird. Es geht eine Spur einer farblosen Fliissigkeit iiber, 
die den charakteristischen Geruch von Methyl-iithyl-maleinimid besitzt und 
bald zu Krystallen erstarrt. Schmelzp. 65° (korr., Mikroskop). Mischschmelz- 
punkt mit Methyl-athyl-maleinimid zeigt keine Depression. 

Der alkalische Anteil wird wie in der vorstehenden Abhandlung [vegl. 
auch W. Kiister, Liebigs Ann. 315, 194 (1901)] auf S. 129 aufgearbeitet. 
is konnte eine geringe Menge von Hiimatinsiiure-anhydrid mit dem Schmelz- 
punkt 90° (korr.) erhalten werden. 


Protoporphyrin aus menschlichem Myoglobin. Es wurde eine 
vibrige Myoglobinlésung (etwa 300 cem) aus einem entbluteten mensch- 
lichen Muskel hergestellt und zur Sicherheit noch chromatographisch (Talkum) 
yon etwa anhaftendem Hiimoglobin gereinigt. Die wiibrige Lésung wird filtriert 
und in 100° heiBen Eisessig (etwa 500 cem), dem einige Kérnchen NaCl 
zugesetzt sind, eintropfen gelassen. Das entstandene Hiimin wird dann in 
Ather iiberfiihrt, der Ather wieder durch Eisessig ersetzt. Durch Zusatz 
von einigen Tropfen Hydrazinhydrat unter Erwirmen auf dem Wasserbad 
wird schlieBlich das komplexe Eisen eliminiert. Das entstandene Porphyrin, 
das wieder in Ather iiberfiihrt wird, erweist sich spektroskopisch identisch 
mit Protoperphyrin'), das auf dem gleichen Wege aus Himin-IX er- 
halten wird. 


'| H. Fischeru.H. Orth, Die Chemie des Pyrrols I1/1, 390, Leipzig 1937. 


lloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 259 11 











Zur Dialyse von Sif®mandel-emulsin (Emulsin. XXXVI) 


Von 


B. Helferich, R. Hiltmann und W. W. Pigman”*) 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1939) 


Bei einer ganzen Reihe von Fermenten ist es gelungen, sic 
in Teile zu zerlegen, z. B. ein niedrigmolekulares meist recht 
bestindiges und dialysierbares Co-Ferment von einem hochmole- 
kularen Apo-Ferment (mit Eiweibcharakter) abzutrennen. 

In der vorliegenden Arbeit werden Versuche beschrieben, 
um dieses Ziel auch beim SiiBmandel-emulsin zu erreichen. 

Da wir der Meinung sind, daB es sich nur dann lohnt Ver. 
suche, sei es mit positivem oder mit negativem Ausgang, in dieser 
Richtung zu veréffentlichen, wenn sie genau und reproduzier- 
bar beschrieben sind, so haben wir uns bemiiht, eine solche 
reproduzierbare Versuchsbeschreibung durchzufiihren. Wir glauben, 
daB dies um so mehr notwendig ist, solange das Gebiet noch 
keine chemisch eindeutig definierbaren einheitlichen Substanzen 
aufzuweisen hat. 

Kine Lésung von 1 Gewichtsteil SiiBmandel-emulsin [gereinig! 
iiber die Silberfallung?)] in etwa 100 Teilen eiskaltem Wasser, die 
durch Zentrifugieren geklirt war, wurde mit der 4 fachen Menge 
des gewiinschten Puffers verdiinnt. Von dieser Lisung wurden 
jeweils 50ccm gegen 750 ccm einer Pufferlésung von gleichem p, 
und gleicher Verdiinnung im Schnelldialysator durch Cellophan- 
schlauch bei etwa 10° dialysiert. (D der folgenden Tabellen. 

Zur Kontrolle () wurde die gleiche Fermentlésung unter den 
eleichen Bedingungen im Jenaer GefiB ohne Dialyse aufbewabrt. 

Die Wertigkeit der Fermentlisung, der dialysierten sowolll 
wie der Kontrollen, wurde jeweils zu Anfang vor der Dialyse und 
dann alle 1—2 Tage bestimmt [gegen Salicin nach Weiden- 
hagen®)|. Dazu wurde, wenn nétig, durch Zusatz geeigneter 
Basen bzw. Sdéuren auf das Bestimmungs-p,, von 4,46 umgeputiert. 


*) Der Lalor Foundation, Wilmington, Ver. St. v. Am., sind wit 
fiir die Gewihrung eines Stipendiums an Hrn. Pigman zu groBem Dank 
verpflichtet. 
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beim Phosphatpuffer 5,9 auf diesem belassen‘), und nach Ab- 
stoppen mit Kaliumcarbonat (0,2 g auf 3 ccm Bestimmungsgemisch) 
polarimetrisch der Spaltungsgrad festgestellt. Temperatur 30,0°. 
Der Fermentgehalt (¢ = Gramm Fermenttrockenriickstand in 
50 ccm Bestimmungsgemisch) wurde fiir die nicht gepufferte 
Fermentlésung bestimmt und dann auf die gepufferten und um- 
gepufferten Lésungen umgerechnet. Anfangsdrehung (1 dm-Rohr) 
der Bestimmungslésung mit Salicin — 2,51°, Enddrehung bei voll- 
stiindiger Spaltung + 1,29°; bei den Drehwerten der folgenden 
Tab. J—VIII sind die Drehungen des Ferments allein oder des 
Kochsaftes (vgl. unten) schon beriicksichtigt. 

Falls die Dialyse eine Minderung der Wirksamkeit des Fer- 
ments erkennen lieB, wurde die am lingsten dialysierte und 
am stiirksten abgesunkene Probe mit der Aufenfliissigkeit der 
Dialyse oder mit ,,.Kochsaft“ des gleichen Ferments (vgl. unten) 
versetzt und erneut die Wirksamkeit (Wertigkeit) bestimmt. 

Darstellung von ,,Kochsaft“: Eine Aufschliimmung von 2 Ge- 
wichtsteilen des gleichen Ferments, wie oben, in 100 Teilen Wasser 
wurde nach 15 stiindigem Aufbewahren bei 0° durch Zentrifugieren 
geklirt und dann nach Zusatz des gleichen Volumens Acetat- 
puffer p,, 4,46 so lange riickgekocht, bis der Niederschlag des 
koagulierten Eiweifes sich nicht mehr vermehrte. Die nach dem 
Abkiihlen klarzentrifugierte Lésung wurde als ,,Kochsaft ver- 
wandt, Fermentwirkung hatte er keine mehr. 

Die Resultate dieser Versuche sind in den Tab. I—VIII 
wiedergegeben. 

In allen folgenden Tabellen bedeutet D das dialysierte Ferment, K die 
nicht-dialysierte Kontrollprobe, g die Gramm Ferment in 50,0 ccm Spaltgemisch. 


I. py = 2,75, Citratpuffer, g = 0,00987. Fiir die Messung wurden 2,0 cem 














Dialyse a __ ptaeringen 
Tage)] D | K | D | K D|K|D|K 
0 6 | i987 19,5 5,8 | 


10 10 | —1,40 | —1,38 | 29,2 | 29,7 | 5,1 | 5,2 
2 11 11 | 1,47 | —1,46 | 27,4 | 27,6 | 4,3 | 4,8 
4 13 | 18 | —1,52 | —1,51 | 26,1 | 26,3 | 3,4 | 3,4 
6 15 | 16 | —1,53 | —1,51 | 25,8 | 26.8 | 2,9 | 2,8 


























6 30 | —1,49 26,8 3,0 Kochsaft 1:1 
zugesetzt 

6 240 | — 1,52 26,1 | 3,0 | AuBenfl. 15: 1 
| zugesetzt 


i? 
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Il. py = 2,9, Citratpuffer, g = 0,0125. 


Zur Messung umgepuffert dure} 
Zusatz von 0,2 cem n/1-NaOH zu 2,0 cem Fermentlésung 
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Dauer 
der 


Dialyse |— 


(Tage) 


Il. py = 3,6, 


-~ Doe © 


VI. py = 8,25, Glykokollpuffer, g = 0 
durch Zusatz von 0,165 cem n/i0-HC 


*) Nach dem Umpuffern und dem Acetatpuffer-Zusatz vor der Messung 
noch 2 Tage im Kiihlschrank aufbewabrt. 








Spaltzeit 


t Min. 
D K 
15 
15 15 
15 15 
20 20 
60*) 60*) 


lV. 


ZAusatz 

6 
6 6 
| 7 
6 6 
ii 6 

15 

90 
6 
6 6 
6 § 
6 6 

V. 

6 
6 6 
6 6 
6 6 


6 

6 6 
6 6 
6 6 








Drehung nach 


t Min. 
D K 
— 0,58 
—1,21 -—1,18 
—1,63 —1,50 
Ee | 161 
—1.56 —1,46 


— 1,55 
— 1,53 
—1,41 
—1,51 
el 
— 1,39 


—1,59 


— 1,49 
—1,45 
—1,58 


—1,51 








tung keit 
D K D K 
50,8 5,5 | 
34,2 | 35,0 | 8,2 | 3,8 
23,2 | 266120 | 2,4 
22,1 | 23,7 | 1,4 | 1,6 
25,0 | 27,61 1,1 | 1,2 


Citratpuffer, g = 0,0115. 
von 0,2 cem n/5-NaOH zu 2,0 cem Fermentlésung 


DO bo 
SH or 
~ 
a 
ew) 


bo Do bo 
OD & 
or Je) ~~ 


24,2 





Zur Messung umgepuffert dur¢| 





6,1 
26,8 | 6,2 
27,9 | 6,1 
24,5 | 6,4 
26,3 | 6,0 | 
5,9 
6,2 


6,5 
D,9 
5,9 
5,5 


Pr = 4,46, Acetatpuffer, g = 0,0124 


=e 
—1,39 
— 1,36 
—1,39 


— 1,38 
—1,38 
—1,44 


6.8 | 
29,7 | 6,8 | 
29,7 | 7,0 | 
28,2 | 6,8 


6,8 
6,8 
6,4 


Po = 5,9, Phosphatpuffer, g = 0,0124 


— 1,23 
—1,24 
— 1,22 
—1,25 


— 1,34 
— 1,36 
— 1,39 
— 1,35 


ies 99 
1,22 


1521 


— 1,32 


33,7 
38,4 


33,9 | 


33 9 


Ose 


,0 


33,9 | 7,9 


| 81,3 | 7,8 


123. Zur Messung umgeputfert 
l 


34,2 | 8,0. 








Bemerkunge) 


Acetatpuffe; 








(Py 4,46) 1:1 


zugesctzt 


Kochsaft | 


zugesetzt 


zugesetzt 


zu 5,0 ccm Fermentlésung 


auf py 4,5 


—1,87 
—1,38 
— 1,38 


30,8 
30,3 
29,5 
30,5 


7 
30,0 | 7 
29,7 | 6, 
29,7 | 7 


1 


ri 


AuBenfl. 15:1 
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t durch | VU. pu = 9,15, Glykokollpuffer, g = 0,0121. Zur Messung wurde durch 
. Zusatz von 0,67 ccm n/10-HCl zu 5,0cem Fermentlisung auf py 4,5 
umgepuffert 





—— woos naan wie eer 























. Dauer | Spaltzeit | Drehung nach | °/, Spalt- | Wertig- 
—— ie Po t Min. t Min. tung keit | Bemerkungen 
lalyse —— a 
Tage)| D | K D K D| K{D|K 
0 6 — 1,38 | 29,7 7,0 | 
8 | 8 | —1,10 | —1,12 | 37,1 36,6 |] 6,9 | 6,8 
2 6 | 6 —1,55 —1,52 | 25,3 | 26,1 | 5,8 | 6,0 
pute 4 8 8 | —1,31 | —1,30 | 31,6 | 31,8 | 5,7 | 5,7 
46) 1:1 4 15 — 1,33 | 31,1 | 5,9 | Kochsaft 1:1 
etzt | | zugesetzt 
4 120 — 1,49 26,8 5,0 | AuBenfl. 15:1 
b dass. ae zugesetzt 


\V{il. py = 10,35, Glykokollpuffer, g = 0,00952. Zur Messung wurde 
durch Zusatz von 1,825 cem n/10-HCl zu 5,0 cem Fermentlésung 
auf p,, 4,5 umgepuffert 


0) 7 — 1,64 22,9 5,6 
10 +10 —1,47  —1,54 | 27,4 | 25,5 | 4,8 | 4,5 
2 12 | 12 —1,26 | —1,32 | 32,9 | 31,3 | 5,0 | 4,7 
4 12 | 12 —1,40 | —1,47 | 29,2 | 27,4 | 4,4 | 4,0 
4 24 — 1,43 28,4 4,2 Kochsaft 1:1 
zugesetzt 

4 180 | — 1,56 25,0 3,9 AuBenfl. 15: 1 
zugesetzt 

















Aus den Tab. I—VIII ergeben sich die folgenden Resultate: 

Hntsprechend friiheren Versuchen ist Sii{mandel-emulsin in der 

Nihe des Neutralpunktes recht bestindig. Daran ‘ndert unter 

Jen angegebenen Versuchsbedingungen auch die Dialyse nichts. 

li alkalischen und im sauren Gebiet sinkt bei liingerem Auf- 

bewahren die Wirksamkeit. Doch ist auch bei diesem Absinken 

praktisch kein eindeutiger Unterschied zwischen dialysierten und 

uicht-dialysierten Proben. Das Absinken der Wertigkeit kann 

also innerhalb der untersuchten p,,, zwischen 2,75 und 10,35, 

uffert BF uicht auf eine Dissoziation oder Spaltung in einzelne, am ein- 

ng } tachsten 2 Teile zuriickgefiihrt werden, von denen mindestens 

} einer (Co-Ferment) dialysierbar ist, wihrend ein anderer (Apo- 

Ferment) die Kigenschaften des hochmolekularen Teiles hat. Damit 

stinmt tiberein, daB in keinem Fall der Zusatz von AuBentiiissig- 

keit oder von ,,Kochsaft* eine Wiedererhéhung der Wirksamkeit 
iber die méglichen Beobachtungsfehler hinaus) ergab. 

Dabei ist allerdings zunichst die Messung der Wirksamkeit 


essung . 2 : ; we : 
Wertigkeit) des Ferments kurze Zeit nach dem Umpuffern bzw. 
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nach Zugabe von AuBenfliissigkeit oder Kochsaft vorgenomme, 
worden. Nur im Fall der Tab. II (Ende) ist nach dem Umpuffer, & 
vor der Bestimmung der Wertigkeit die Mischung beim Be. Ry 
stimmungs-p,, 2 Tage bei etwa 0° aufbewahrt worden. Abe — 
auch dabei hat sich keine Steigerung der Wertigkeit ergehep, 
(Im Gegenteil, ein weiteres Absinken.) Es liegt demnach auc) 
keine Dissoziation in einzelne, zum Teil dialysierbare Teile yor 
deren Wiederzusammentritt, beim optimalen p,, von 4,46, in 
Laufe von 2 Tagen in merklicher Weise wieder zum_intaktey 
Ferment fiihrt. 

Grerade dieser Punkt wurde aber noch in den weiteren folgen. 
den Versuchen gepriift. Bei ihnen wurde auf die Dialyse ver. 
zichtet, da sich ja herausgestellt hatte, daB zwischen der dialy- 
sierten und der nicht-dialysierten Probe in keinem Fall ein wirk- 
licher Unterschied bestand. Es wurde also die Fermentlisung 
ohne Dialyse bei 20° einem schiidigenden p,, ausgesetzt, dann 
auf p,, 4,46 baw. 7,2 umgepuffert und die Wertigkeit nach 3 tigigen 
und 7tagigem Aufbewahren bei 20° bestimmt. Auch hier konnte 
in keinem Fall ein Wiederansteigen der Wertigkeit, nur ein 
weiteres Absinken festgestellt werden, ebenso nach Zusatz vou 
Kochsatt. 

SchlieBlich wurde dem geschidigten Ferment (vgl. oben) auch 

noch intaktes Ferment zugesetzt und auBerdem zur Kontrolle 
dieses intakte Ferment mit dem gleichen Puffergemisch gepriift. 
Die praktisch fast gleichen Spaltungsprozente dieser Versuche 4 
und 5 in der Tab. IX ergeben, daB auch dabei kein Anstieg des 
geschiidigten Ferments zu héherer Wirksamkeit festzustellen war. 
Es ist also im ungeschidigten Ferment kein Co-Ferment in 
UberschuB vorhanden, das unter den angegebenen Bedingungen 
das bei p,, 2,96 geschiidigte Ferment zum intakten Ferment er- 
ginzen kénnte. 





Die in der Tab. IX wiedergegebenen Versuchsresultate wurdeu 
folgendermafen erhalten: Eine durch Zentrifugieren geklirte Losung von 
SiiBmandel-emulsin — 1 Teil in 100 Teilen Wasser — ergab die Wertig: 
keit 6,6. 25cem dieser Lésung wurden mit 100 ccm Citratpuffer vom 
Pu 2,96 versetzt und 44 Stunden bei 20° aufbewahrt. Die Wertigkett 
war dann auf den kleinen Betrag von 0,076 zuriickgegangen. Proden 
dieser Lésung wurden durch Zusatz von NaOH auf py 4,46 bzw. 1 
umgepuffert und (nach Toluolzusatz) ihre Wertigkeit dann nach 3 bzw. 
7 Tagen bestimmt. Zum Umpuffern wurden 0,80 cem bzw. 1,64 cc 
n/2-NaOH auf je 10cem der geschiidigten Fermentlésung vom py 2," 
bendtigt. 
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IX. 

Bei 20°) 45 Drehung 1 do 
iy U uffert auf aufbe- | = 8 |—_-——__—_——_ ef 
Mr. mgep wahrt | .8°a on nach 8 ae. 

Tage ma as An ang | i’ in — 

Pr 4,6 3 | 232] —5,08 | —4,44 | 0,00984] 8,4 
desgl. T 240 | —5,04 | —4,54 | 0,009384] 6,6 
Pr 1,2 9 —_ § Ake 
(Zur Messung um- | . oe — | ns sno ~ 
gepuffert auf py 4,6) 7 352 | —5,04 | —4,39 | 0,00869 | 8,6 
Py 4,5 und ne * 
sl aie ate 3 | 280 | —5,08 | —4,71 | 0,00530] 4,9 
Kochsaft 1:1 7 353 | —5,04 | —4,55 | 0,00530 | 6,4 | 0,051 
Pu 4,5 und | 
aay 8 1 | 
nach Zusatz von /,oVol. | 3 15 | —5,08 | —3,06 26,4 
einer ungeschiadigten . : tl ner 
Reinferment-Lésung 15 | —5,04 | —2,89 28,3 
(3-GlL.-W. 6,63) | 
Reinferment | 
(3-G1.-W. 6,63) | 
nach Zusatz von Citrat- 3 17 | —5,08 | —3,10 26,0 
puffer py 2,96, der auf q 17 | —5,04 | ~—2,95 21,5 
4,6 umgepuffert war 
(Kontrolle fiir 4) 
SchlieBlich wurde noch eine ganz spezielle Frage experi- 
mentell gepriift: Ein recht betrichtlicher Gehalt des aktiven 
5} 


Siiimandel-emulsins an Kohlenhydraten wurde vor einiger Zeit 
festgestellt und seine Bedeutung fiir die Wirksamkeit des Fer- 
ments diskutiert®) In den unten beschriebenen Experimenten 
wurde versucht, ob man das Sii8mandel-emulsin durch lingeres 
Aufbewahren mit Glucose bzw. Galaktose in seiner Wirksamkeit 
gegeniiber Glucosiden bzw. Galaktosiden findern kann. 

Dazu wurden 50 ccm einer klar zentrifugierten Rohferment- 
Lisung — etwa 1,5 Teile Rohferment in 100 Teilen Wasser — 
mit 10 com Acetatpuffer p,, 4,5 und mit 10 g Galaktose bei 30° 
11 Tage aufbewahrt, unter Zusatz von Toluol. Das Ferment 
wurde dann durch Zusatz einer Lésung von 0,5 ¢g Tannin in 
10 com Wasser gefillt, abzentrifugiert, mit Aceton tanninfrei 
gewaschen und getrocknet. Von dem erhaltenen 0,32 g¢ Trocken- 
priiparat wurden 0,25¢ in 10 ccm aufgelést, durch Zentrifugieren 
geklirt und in der klaren Liésung die Reaktionskonstante gegen 
Phenol-8-d-glucosid (a) und -galaktosid (b) bestimmt. 

Das gleiche wurde mit Glucose statt Galaktose bei p,, 7,6 
durchgefiihrt. 
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Wie aus den Resultaten der Tab. X hervorgeht, wurde jy 
keinem der beiden Fille das Verhiltnis der f-d-glucosidatischey 
zur §-d-galaktosidatischen Wirkung verschoben, das beim up- 
behandelten SiBmandel-emulsin in normalen Fillen etwa 8 betriigt ") 






































































ist beriicksichtigt. 
Zusammenfassung 


dialysierten Lésungen. 


unverindert. 
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mandel-emulsin (f/-Glucosidasewert 6,6) sich zwischen p,, 
und 10,35 in Co-Ferment und Apo-Ferment spalten liBt, so dab 
-— entsprechend einem sich von selbst einstellenden Gleich- 
gewicht — durch Zusammengeben der Teile ein Wiederanstieg i: 
der Wertigkeit erfolgt, auch nicht nach 7 tigigem Aufbewahren! 

Dabei ist kein Unterschied zwischen dialysierten und niclit- 


*) Die Eigendrehung der Fermentlésung, +0,41 bei 1 und +0,30 bei 


X. 

Spalt- Drehung . _ 7 
ai ae k-10° |= $3 
zeit a ne ___| Spal- bias iS rk 

| | (ig brigg)|. = = 
. Anfang | Ende | nach 1’ *) ee Ms ae 
1. Ferment aus der Lésung mit Galaktose 
a) 5,2 — 1,98 +1,03 —0,99 | 32,9 33,4 i 
b) 60,0 | —1,13 | +160 +007 | 439 im f° 
2. Ferment aus der Lésung mit Glucose 
a) 30,0 —1,98 +1,03 —1,09 | 29,6 508 |... 
b) | 141,0 ~1,13 +1,60 — 0,62 18,7 0,637 | °*! 


) 


Ks wurde keine Andeutung dafiir gefunden, daB Siib- 


2. io 


Ein lingeres Aufbewahren von SiiBmandel-emulsin-Lisung 
mit Galaktose (bei p, 4,46) oder Glucose (bei p,, 7,2) laBt das 
Verhiltnis der glucosidatischen zur galaktosidatischen Wirkung 


B. Helferich u. E. Schmitz-Hillebrecht, Diese Z. 234, 54 (1935). 
B. Helferich, W. Richter u. 8. Griinler, Ber. d. Sichs. Akad. d. 
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Tierexperimentelle Studien iiber den Porphyrinstoffwechsel 
Von 


Jan Waldenstrém und Sigurd Wendt 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitit Upsala) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1939) 


In der letzten Zeit wurde die Bedeutung der konstitutionellen 


| Anlage fiir die Entstehung der akuten Porphyrie immer wieder 


hetont. Waldenstrém trennt scharf zwischen symptomatischer 
Porphyrinurie und echter Porphyrie. Bei der symptomatischen 
Porphyrinurie wurde im Harn bis jetzt niemals sicher Uropor- 


| phyrin, sondern immer nur Koproporphyrin nachgewiesen. Die 
| Krankheiten, die mit einer symptomatischen Porphyrinurie einher- 
' gehen, sind hauptsiichlich dieselben, die mit Urobilinurie verlaufen 


himolytische Aniimien, perniziédse Aniamie, Leberkrankheiten). 
bei der chronischen Bleivergiftung ist eine Urobilinurie nur in- 


} konstant vorhanden, dagegen ist die Ausscheidnng von groBen 


Koproporphyrinmengen ein sehr wichtiges Symptom. Der eine 
von uns (J. W.) hat friiher eine Reihe von Versuchen iiber experi- 
mentelle Bitenatfinne beim Kaninchen ausgefiihrt. Es zeigte sich 
dabei, daB im ‘Ben eine sehr starke Vscudininn des opro- 
porphyrins auftritt. Dagegen konnten Uroporphyrin und Proto- 
porphyrin niemals nachgewlesen werden. In der Galle konnte 
dagegen neben Koproporphyrin auch Protoporphyrin gefunden 
werden. Auch bei einer Reihe von Krankheiten mit vermehrter 
\oproporphyrinausscheidung konnte niemals Uroporphyrin oder 
(hromogen (jetzt Porphobilinogen genannt) nachgewiesen werden. 

Es schien auch von Interesse die Frage nach dem KinfluB des 
Sulfonals oder verwandter Substanzen auf den Porphyrinstoff- 
wechsel zu tiberpriifen, da solche Stoffe als Ausléser eines akuten 


 porphyrischen Anfalles bekannt sind. 


Der eine von uns (J. W.) hatte schon friiher durch die liebens- 
viirdige Uberlassung des Priparates Dimethylsulfon-dimethylmethan 


von Geheimrat Hans Fischer*) Gelegenheit gehabt, den KinfluB 


Ich méchte auch jetzt Herrn Geheimrat Fischer meinen herzlichen 
Dank fiir die Uberlassung des wertvollen Priiparates aussprechen. 
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dieses Stoffes auf 2 Kaninchen zu priifen. Es konnte dabei Soggy 
Koproporphyrin III krystallisiert aus dem Harn des einen Tiere, 
dargestellt werden (Waldenstrém 1935), Ks bot sich jety 


Gelegenheit, diese Frage in ee Ma8stabe zu untersuchep, 


Das Dimethylsulfon-dimethylmethan f H>C<go! CH) ) wird bier 


der Kiirze halber Dimethyl genannt. Es besitzt dieselbe Kon. 
stitution wie das Sulfonal, nur daB die hypnotische Wirkung de; 
Sulfonals durch die Einfiihrung von 2 Methylgruppen anstatt de: 
Athylgruppen verloren gegangen ist. Die Wirkung dieser yer. 
schiedenen, aber verwandten Stoffe wurde schon von dem Ent. 
decker des Sulfonals genau studiert. Neubauer?) hat auch dic 
Fahigkeit des Sulfonals Himatoporphyrinurie hervorzurufen experi- 
mentell bewiesen und erwahnt, dab das Dimethyl] dieselbe Wirkun; 
auch gibt. Zu seiner Zeit konnte aber eine niihere Bestimmuns 
des ausgeschiedenen Porphyrins nicht ausgefiihrt werden. 


Durch die Erfahrungen des letzten Jahres konnte gezeigt 
werden, daB bei Angehérigen von Familien mit typischer idio. 
pathischer Porphyrie das Trional auch in miBigen Dosen einen Anfil! 
von akuter Porphyrie auslésen kann [Waldenstrém 1939%)}. Auch 
eine Reihe von anderen Beobachtungen iiber die erhéhte Empfini- 
lichkeit der akuten Porphyriker gegen Schlafmittel konnte av 
gefiihrt werden. Somit muB also eine Briicke zwischen toxische: 
und idiopathischer Porphyrie geschlagen werden. 

Um diese Frage naher zu priifen, haben wir versucht, bein 
Kaninchen die Ausscheidung von Porphyrin im Harn nach Zutubr 
von Dimethyl zu priifen. 

Kinem weiBen Kaninchen wurde tiglich 1g Dimethyl mt 
der Schlundsonde verabfolgt. Am neunten Tage konnten geringe 
Mengen von Koproporphyrin im Harn nachgewiesen werden. Natl 
einigen ‘T'agen schwand aber diese Porphyrinurie vollstiandig trot/ 
Fortsetzung der Medikation. Der Versuch wurde nach 16 Tage 
abgebrochen. Ein anderes Tier zeigte nach 12 tigiger Zufuhr vou 
1 g Dimethyl tiiglich keine Porphyrinurie. Ein drittes Tier erhiel 
wihrend 12 Tage 1g pro Tag, danach 6 Tage lang 2 g, Trot 
dieser hohen Dosis konnte nur eine voriibergehende Porphyrinurt 
erzielt werden. Ein viertes Tier erhielt wihrend 6 Tage 2§ 
Dimethyl tiglich. Danach schwere Vergiftungserscheinungen mI 
Kriampfen und Exitus. Keine Por phyrinausscheidung. Das fiintte 
Tier erhielt dieselbe hohe Dosis von 2 g tiiglich wahrend 7 Taze. 
Die ersten 6 Tage keine Porphyrinurie. Am siebenten deutlicbi 











bei S024) 


an ‘Tiere; 
ich jetzt 
ersucher, 
wird hier 
be Kon- 
kung des 
Statt de: 
2ser ver. 
em Ent. 
auch die 
Nn experi- 
Wirkune 
timmung 
le 

 gezeist 
ier idio- 
on Anfal 
)}. Aueb 
“im pfind- 
inte als 
oxischer 


ht, beim 


1 Zutubr & 


hyl mit 
geringe 
. Nach 
ig trot 
6 Tagen 
‘uhr vou 
r erhieli 

T'rotz 


yrinurie 


yen mit 
; fiinfte 
7 Tage. 


>utlieb 





Tierexperimentelle Studien tiber den Porphyrinstoffwechsel 159 


Vergiftungserscheinungen. Fri8t schlecht. Reichlich Koproporphyrin 
im Harn. Das Mittel wurde wihrend 3 Tage abgesetzt, dabei deut- 
liche Besserung. Jetzt wihrend 6 Tage 1 ¢ tiglich mit reichlicher 


| Ausscheidung von Koproporphyrin. Trotz Erhéhung der Dosis bis 


auf 2 g wibrend der folgenden 10 Tage schwand die Porphyrinurie. 

Es ist also deutlich, daB die Verabfolgung von Dimethyl- 
sulfon-dimethyl-methan nur bei einigen Tieren eine voriibergehende 
Koproporphyrinausscheidung bewirkt hat, auch wenn die Dosen 
sicher toxisch sind. Die wichtigste Frage ist natiirlich diejenige, 
ob das iitherunlésliche, sonst nur bei der Porphyrie gebildete, 
Uroporphyrin im Harn vorkommt. Wir glauben im Harn 2 mal 
die Ausscheidung eines iitherunléslichen Porphyrins beobachtet 
zu haben. Aber der Befund konnte leider nicht durch spektro- 
skopische Kontrolle oder Priifung auf Essigesterléslichkeit bestitigt 
werden, da die Mengen viel zu klein waren. Sie kénnen also nicht 
als Beweis fiir die Ausscheidung eines Uroporphyrins angefiihrt 
werden. Porphobilinogen konnte nicht gefunden werden. Auch 
wurde im Harn das Spektrum des Porphobilins vermiBt [vgl. 
Waldenstrém und Vahlquist%)]. 

Da wir gern auch das Verhalten der Tiere nach Zufuhr von 
Sulfonal priifen wollten, haben wir bei 3 Tieren mit der Schlund- 
sonde Sulfonal zugefiihrt. Duesberg*) hat bekanntlich angegeben, 
da8 er nach Sulfonal beim Kaninchen eine Ausscheidung von 
Uroporphyrin hat beobachten kénnen. 

Der Versuch wurde bei denselben Tieren durchgefihrt, die 
vorher mit Dimethyl gefiittert wurden. Das erste Tier zeigte 
nach 8 tigiger Zufuhr von je 0,25 g Sulfonal nur eine voriiber- 
gehende und geringe Erhéhung der Koproporphyrinausscheidung. 
Bei den anderen 2 Tieren war der EHinfluB deutlicher. Bei dem 
einen konnte eine bedeutende Koproporphyrinurie (spektroskopisch 
typisch) schon nach 6 Tagen festgestellt werden. Noch am zwélften 
Tage bestand eine vermehrte Koproporphyrinurie. In dem zweiten 
Fall war das Resultat dasselbe. Nach 5 Tagen war ein deutliches 
Porphyrinspektrum direkt im Harn schon bei einer Schichtdicke 
von 2—3 cm zu sehen. Der Harn war dabei hellgelb, gab keine 
Farbreaktion mit Paradimethyl-aminobenzaldehyd (kein Porpho- 
bilinogen) und keine Urobilinbande. Koproporphyrin war reichlich 
Vorhanden mit typischem Spektrum und HCl-Zahl 0,1. Nach 
8 ‘lagen wurde die Dosis auf 0,5 g erhéht; die Porphyrinurie 
bestand dabei unveriindert die nichsten 4 Tage. Der Versuch 
wurde dann abgebrochen. Es zeigte sich also, daB Sulfonal eine 
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sichere Erhéhung der Porphyrinausscheidung bei zwei von dre; 
gepriiften Tieren hervorgerufen hat. In diesen Fiillen wurde hp. 
sonders genau auf das Vorkommen von Porphobilinogen und Por. 
phobilin geachtet. In keinem der Fille konnten aber diese Sy). 
stanzen nachgewiesen werden. Bei zwei weiteren Tieren wurde 
der Versuch gemacht, mit Blei eine Porphyrinurie hervorzurufey, 
Ks wurden deshalb 2 Kaninchen tiglich 0,2 g Bleiacetat in physio. 
logischer NaCl-Lésung subcutan injiziert. Nach etwa 1 Woche 
entstand eine sehr starke Porphyrinurie. Bei dem einen Tie 
konnte neben sehr groBen Mengen von Koproporphyrin auch eine 
Spur von itherunléslichem, aber bei geeigneter Reaktion essig. 
esterléslichem Porphyrin nachgewiesen werden. Leider war die 
Menge viel zu klein, um eine Identifizierung durch Messung der 
Banden durchzufiihren. Der Nachweis konnte iiberhaupt nur dure) 
Fluorescenz im U.-V.-Licht erbracht werden. 

Zusammentassend kann also gesagt werden, da es sowohl 
durch Zufuhr von dem hypnotisch stark wirksamen Sulfonal wie 
von dem in dieser Beziehung unwirksamen Dimethylsulfonal ge- 
lingt, eine Erhéhung der Koproporphyrinausscheidung durch den 
Harn hervorzurufen. Dies scheint uns von besonderem Interesse 
aus 2 Griinden. Erstens lift sich dadurch zeigen, daB die Por- 
phyrinurie erzeugende Wirkung des Mittels nicht unbedingt an 
die hypnotisch wirksame gebunden ist (vgl. Neubauer). Zweitens 
zeigte sich, daB ein Mittel, das offenbar beim besonders Ver- 
anlagten einen akuten porphyrischen Anfall hervorrufen kann. 
beim Tier nur eine vermehrte Ausscheidung des sozusagen phiysio- 
logischen Koproporphyrins hervorruft, was wohl eine Ahnlichkeit 
im bildungsmechanismus der beiden Substanzen wahrscheinlichi 
macht. DaB die experimentelle Bleivergiftung méglicherweise die 
Ausscheidung einer ganz geringen Menge Uroporphyrin hervor- 
rufen kann, scheint nach dem Gesagten nicht ganz unmidglich, 
mu aber durch weitere Versuche bestitigt werden. Fiir die Be- 
deutung des Bleies als Ausliser eines akuten Porphyrieantalles 
beim akuten Porphyriker kénnte diese Tatsache groBe Bedeutung 
haben (vgl. Waldenstrém 1939). 

Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen iiber die 
Bildung und Ausscheidung von Porphyrin beim Kaninchen haben 
wir auch die Ausscheidung vom Porphobilinogen und Porpho)ilin 
bei intravenéser Zufuhr untersucht. 


Einem minnlichen weifen Kaninchen wurden 5 ccm elect 
hochgereinigten Porphobilinogenlésung in 0,9°/,iger NaCl-Lisung 
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Der darauf ausgeschiedene Harn zeigte 


iutravends verabfolgt. 
' keine Aldehydreaktion. Es wurde am folgenden Tage die doppelte 
- Menge gegeben, aber ohne nachweisbare Ausscheidung von Porpho- 


jilinogen. Nach fiinf weiteren Tagen wurde das 4fache der 
ersten Dosis intravenés verabfolgt. Danach zeigte der Harn 
deutliche Rotfirbung auf Zusatz von Aldehydreagens. Spektrum 
573—5D47, 528—510. Beim Kochen wird der Harn rot und zeigt 
hei direkter Spektroskopie eine scharfe Bande um 500. Dieses 
Pjoment ist aber unléslich in Chloroform. Es diirfte sich somit 
am ehesten um Porphobilin handeln. Bei der Extraktion des 
Harnes mit Essigester bei graublauer Kongoreaktion wird eine 
ziemlich betraichtliche Menge von Porphyrin erhalten. Dieses 
Porphyrin ist unléslich in Ather. Es konnte keine toxische Er- 
scheinung nachgewiesen werden. 2 Wochen spiter wurde bei 
demselben Tier folgender Versuch gemacht. Eine aus Porpho- 
bilinogen dargestellte Porphobilinlésung in 0,9°/, NaCl wird 
intravenés eingespritzt. Kinige Stunden nach der Injektion ist 
der gelassene Harn stark rot und zeigt ein urobilinartiges Spek- 
trum, aber keine Aldehydreaktion. Auf Zusatz des Schlesinger- 
schen Reagenses wird das Pigment quantitativ vom Niederschlag 
mitgerissen, Es zeigt sich keine Urobilinfluorescenz und der ab- 
filtrierte Niederschlag wird in 5°/,iger Salzsiure gelést. Die 
Lisung gibt keine Porphyrinfluorescenz im U.-V.-Licht und zeigt 
spektroskopisch nur Porphobilinabsorption. Aus der verdiinnten 
salzsauren Lisung laBt sich das Pigment nicht mit Chloroform 
ausschiitteln. Bei der Reduktion mit Natriumamalgam entsteht 
ein farbloses Produkt, das mit Aldehydreagens stark rote Farbe 
Spektrum 577—552) gibt. 

Die erwihnten Versuche zeigen, daB eine intravenése Zufuhr 
vo Porphobilinogen die Ausscheidung einer gleichartigen Sub- 
stanz durch den Harn veranlaBt. Der Harn gibt das typische 
Spektrum des Porphobilinogens und es bilden sich durch Kochen 
des Harnes bei saurer Reaktion betriichtliche Mengen von einem 
Pigment, das sich chemisch wie Porphobilin verhalt, neben einem 
itherunléslichen Porphyrin, das mutmaBlich als Uroporphyrin II] 
autzufassen ist. Priformiertes Porphyrin oder Porphobilin konnte 
im Harn nicht nachgewiesen werden. Der Harn verhielt sich also 
hach intravenéser Injektion von Porphobilinogen genau so wie 
der Harn beim akuten Porphyriker. Die Injektion von Porpho- 
bilin veranlaBte die Ausscheidung des gleichen Pigment, aber 
keine Bildung von Porphobilinogen oder Porphyrin. 
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Zusammenfassung 


1, Durch Eingabe von Dimethylsulfon-dimethylmethan wurde 
beim Kaninchen inkonstant eine nur voriibergehende Erhéhung 
der Koproporphyrinausscheidung hervorgerufen. Die Mengey 
waren zu klein, um eine Krystallisation zu erlauben. Das Vor. 
kommen yon ganz minimalen Mengen eines Uroporphyrins konnte 
nicht ausgeschlossen werden. 

2. Nach Sulfonal wurde eine kriftige Koproporphyrinausschei. 
dung beobachtet. Es kam wahrscheinlich auch eine ganz kleine 
Menge dtherunlésliches Porphyrin, aber kein Porphobilinogen yor. 

3. Die intravenése Injektion von Porphobilinogen bewirkt 
beim Kaninchen die Ausscheidung eines Harnes, der sich voll. 
kommen wie der Harn eines akuten Porphyrikers verhiilt. Die 
Ehrlichsche Aldehydreaktion ist positiv mit dem_ typischen 
Absorptionsspektrum des Porphobilinogens. Nach Ansiiuern und 
Kochen wird der Harn rot und es entsteht ein Spektrum eines 
Porphobilins. Es konnte auch ein atherunlésliches Porphyrin mit 
Athylacetat bei p,, 3,2 extrahiert werden. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefeller-Foun- 
dation ausgefiihrt. 
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Uber die epiphasischen Carotinoide 
und einige farblose Begleitstoffe einer roten Euglene 


(Carotinoide der Sii®wasseralgen, VI. Teil) 


Von 


Josef Tischer 





(Aus dem Institut fiir allgemeine und analytische Chemie 
der Landwirtschaftlichen Hochschule Tetschen-Liebwerd) 


(Der Schriftieitung zugegangen am 14. April 1939) 


1936 hat Verfasser iiber die Carotinoide von Euglena helio- 
rubescens berichtet'), Unter diesen bildeten die Hauptmenge 
Kster des Euglenarhodons, eines Carotinoidketons, das spiater 
auch in den Dauersporen von Hamatococcus pluvialis aufgefunden 
wurde*), AuBerdem fanden sich als weitere hypophasische Caro- 
tinoide in der genannten Euglene: Zeaxanthin und Lutein. Als 
epiphasisches Pigment konnte damals lediglich #-Carotin spektro- 
skopisch festgestellt werden. Die Untersuchung der Benzinphase, 
die nach schonender kalter Verseifung mit methylalkoholischer 
Kalilauge und Entmischung mit Wasser erhalten worden war, 
mubte damals zuriickgestellt werden und konnte erst im Friih- 
jahr 1938 wieder aufgenommen werden. Uber die Ergebnisse 
dieser Untersuchung wird im folgenden berichtet. 

Die in der Benzinlésung enthaltenen Carotine waren von 
crjBeren Mengen farbloser Stoffe begleitet. Die Hauptmenge 
dieser Begleitstoffe lie8 sich von den gefirbten Polyenkohlen- 
wasserstoffen durch oftmalige Verteilung zwischen Benzin vom 
Siedebereich 70—80° und 90°/,igem Methanol trennen. Die in der 
Benzinphase verbleibenden Carotine wurden durch Adsorption 
an Aluminiumoxyd und an Calciumhydroxyd soweit gereinigt, dab 
iiber 93°/, des #-Carotins krystallisiert erhalten werden konnten. 
Aus etwa 400g Euglenen-Trockensubstanz wurden insgesamt 33,4 mg 
j-Carotin erhalten, davon 31,2 mg in krystallisierter Form. Die 
Mutterlaugen, die ein ausgesprochenes /#-Carotinspektrum auf- 


') Diese Z. 289, 257 (1936). 
*) J. Tischer, Diese Z. 250, 147 (1937) und 262, 225 (1938). 
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wiesen, enthielten noch 2,2 mg, die auf colorimetrischem \V ege 
nach Raha und Brockmann®) ermittelt wurden. 

AuBerdem enthielt die Benzinlésung noch etwa 1,3 m 
a-Carotin, die sich bei der seinerzeitigen Untersuchnng wegen 
des Uberwiegens des 6-Carotins der spektroskopischen Beobachtuns 
entzogen hatten. pinion Pigment lieB sich in der von Karre; 
und Walker‘) beschriebenen Weise durch Adsorption an Calcium. 
hydroxyd quantitativ vom #-Carotin abtrennen. Wegen seiner ce. 
ringen Menge und insbesondere wegen seiner ice ting 
durch farblose Kohlenwasserstoffe (Schmelzp. 61—62°) konnte da; 
a-Carotin nicht in krystallisiertem Zustand gewonnen werde», 
Seine Menge wurde auf colorimetrischem Wege bestimmt. 

Oberhalb der Carotinzonen hatte sich bei der chromatozra- 
phischen Trennung ein schmaler, hellbrauner Ring ausgebildet, 
der neben sehr wenig gefiirbten Ze rsetzungsprodukten yon P olyen- 
pigmenten eine iin | Menge eines Sterins enthielt. Nach seinen 
reaktionellen Verhalten und dem Schmelzpunkt seiner Krystalle 
handelt es sich um Ergosterin. Neben anderen Farbenreaktionen 
gab es die iiss Giniatte ,umgekehrte* Salkowski-Reaktion 
und schmolz nach wiederholtem Umkrystallisieren bei 165°. Der 
Schmelzpunkt fiir Ergosterin wird im Schrifttum mit 163—165° «n- 
gefiihrt. Das nur einmal aus Alkohol umkrystallisierte Acetat schmolz 
bei 173°. Fiir eine Analyse reichte die Substanzmenge nicht aus. 

Die Methanolphase, die bei der wiederholten Verteilung 
die Unterschicht bildete, enthielt hauptsichlich ein Gemisch hoch- 
molekuiarer, primirer aliphatischer Alkohole, z.'T. mit Palmitin- 
siure verestert, daneben noch etwas Ergosterin und geringe 


Mengen eines stark terpenartig riechenden, mit Wasserdampi 


fliichtigen Stoffes von Ketoncharakter. Diese Substanz wurde aus 
Benzin in Form weiBer Nadeln erhalten, die schon bei Zimmer- 
temperatur wieder zerflossen. Sie bildete ein Semikarbazon, (as 
nach Imaligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 122° schmoly. 

Die Palmitinsiure wurde durch Verseifung des mit Wasser- 
dampf nicht fliichtigen Anteiles in Form ihres Kalisalzes frei- 
gelegt. Nach Reinigung iiber ihr Ammoniumsalz wurde sie dure! 
ihren Schmelzpunkt, Mischungsschmelzpunkt, durch ihre Neutra- 
lisationszahl sowie durch die EKlementaranalyse identifiziert. 

Die Abtrennung des Ergosterins aus dem Gemenge der hocli- 
molekularen aliphatischen Alkohole iiber sein Acety Iderivat schlu 


3) Diese Z. 206, 41 (1932). ‘) Helvet. chim. Acta 16, 641 (1933. 
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fehl, weil die Essigsiureester der Alkohole das Ausfallen des 
| Sterinacetates verhinderten. Die Isolierung gelang erst durch 
| Adsorption der Acetylderivate an Aluminiumoxyd, wobei das 
' Sterinacetat im oberen Teil der Rohrfillung festgehalten wurde. 
' Seine Reichweite lieB sich in der ungefirbten Aluminiumoxyd- 
' siule mittels der Liebermann-Burchardschen Reaktion fest- 
stellen. Durch partienweise Entnahme der oberen Schichten aus 
dem Adsorptionsrohr, insoweit sie die genannte Farbenreaktion 
mit Essigsiureanhydrid und konzentrierter Schwefelsiure gaben, 


konnte eine scharfe Abtrennung des Sterinacetates von den 


Acetylderivaten der aliphatischen Alkohole erzielt werden. 


Bei den erwihnten aliphatischen hochmolekularen Alkoholen 


| handelt es sich mit gréBter Wahrscheinlichkeit um primire Alko- 


hole mit ungerader Zahl der C-Atome (vgl. weiter unten). Urspriing- 


' lich mit Palmitinsiure, vielleicht auch nochmit anderen Fettsiiuren 
| verestert, sind sie in der Euglene an der Bildung von Wachsen 
beteiligt, die mutmaBlich die Oberfliache der Zellen tiberziehen. Schon 
| Senn ) hat die Unbenetzbarkeit neustischer Hiute mit dem Vor- 
' handensein wachsartiger Stoffe in Zusammenhang gebracht und 


Hirdtl’) hat im besonderen auf die Unbenetzbarkeit der von der 


_untersuchten Euglene auf der Wasseroberfliche gebildeten staub- 
' artigen Haut hingewiesen. Das Vorkommen von Alkoholen mit 


ungerader Zahl der C-Atome im Euglena-Wachs wire deshalb 


besonders beachtlich, weil bisher sowohl in pflanzlichen wie auch in 
| tierischen Organismen, soweit mir bekannt, nur hochmolekulare 
_ Alkohole mit gerader Zahl der C-Atome festgestellt wurden. 


Kine Trennung der einzelnen Alkohole gelang weder durch 


| fraktionierte Krystallisation, noch durch Adsorption ihrer ¢-Naph- 
_ thyl-carbamidsiureester. Daf es sich hier aber um ein Gemisch 
| von Alkoholen mit ungerader C-Atomzahl handeln diirfte, geht 
| aus der Spaltung ihrer «-Naphthylurethane mit itiberschiissiger 
methylalkoholischer Kalilauge wihrend 80 Minuten Reaktionsdauer 
| hervor. 


Diese Folgerung lift sich auf Grund einiger friiher vom Verfasser 


| ausgefiihrter Spaltungsversuche an synthetisch hergestellten a-Naphthyl- 


carbamidsiure-estern hochmolekularer Alkohole’) ziehen. Weiterhin 1laBt 


sich noch folgern, daB es sich hier um primire Alkohole handelt, ver- 
tnutlich um solche mit verzweigter C-Kette. In der genannten Arbeit 





‘) Flagellaten. (In: Engler-Prantl, Natiirl. Pflanzenfam. I. 1a), 
154 (1900). 

*) Beihefte z. bot. Zentralbl. A, 53, 606 (1935). 

’) J. Tischer, Ber. chem. Ges. 72, 291 (1939). 
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konnte gezeigt werden, da die «-Naphthylurethane der hochmolekularey 
Alkohole mit ungerader Zahl der C-Atome bei einer Kochdauer von ¢) 
bis 80 Minuten mit tiberschiissiger methylalkoholischer Kalilauge als Spal. 
produkte a-Naphthylamin, eine kleine Menge a-Dinaphthylharnstoff und 4); 
Umesterungsprodukt eine beachtliche Menge a-Naphthyl-carbamidsiinre. 
methylester liefern, wihrend bei den Urethanen von Alkobolen mit gerade 
Kohlenstoffatomzahl im Gegensatz dazu dieses Umesterungsprodukt nach 
der gleichen Behandlung nicht mehr feststellbar ist. Ferner wurde dort mit. 
geteilt, daB aus den a-Naphthylurethanen sekundirer Alkohole im Gegen. 
satz zu denen primirer Alkohole in der gleichen Reaktionszeit nur eiy 
Bruchteil des sekundiiren Alkohols freigelegt wird. 


Das Alkoholgemisch krystallisierte aus Methanol isomorph 
in weiBen Blattchen, die nach oftmaligem Umkrystallisieren, auc 
aus Benzin, konstant bei 42° schmolzen. Das Gemenge der 
a-Naphthylurethane krystallisierte aus den gleichen Lésungs. 
mitteln in weiBen Nadeln und behielt trotz 7maligen Umkrystalli- 
sierens und Wechsels des Krystallisationsmittels den schon nach 
dem vierten Umkrystallisieren konstantenSchmelpzpunkt von 72° bei. 
Durch Adsorption des Urethangemenges an Aluminiumoxyd wurden 
Fraktionen mit Schmelzpunkten von 62—66° erhalten. Der C-Wert 
der bei 65—66° schmelzenden Fraktion lag dem des «-Naphthyl- 
urethans eines Heptadecanols nahe, wihrend die Elementaranalyse 
des bei 72° schmelzenden Urethangemisches Werte lieferte, die denen 
des «-Naphthyl-carbamidsaure-esters eines Pentadecanols ent- 
sprechen kénnten. 

Experimenteller Teil 


Die seinerzeit') nach der Verseifung erhaltene, alkalifrei gewaschene 
und mit entwidssertem Natriumsulfat getrocknete Benzinphase, in der damals 
lediglich das #-Carotin auf spektroskopischem Wege nachgewiesen wurde, 
verblieb nach ihrer Einengung im Stickstoffstrom unter vermindertem Druck 
auf etwa 700 ccm bis zur weiteren Aufarbeitung im Friithjahr 1938 unter 
einer Stickstoffatmosphire im Kiihlschrank verwahrt. Wie die Untersuchung 
im Friihjahr 1938 zeigte, haben die in der Liésung befindlichen Carotine 
keine merkliche Verinderung erlitten. 

Durch Verteilung konnten zuniichst die in der orangefarbigen Benzin- 
lésung enthaltenen Stoffe in 2 Anteile zerlegt werden. Sie wurde 12mal 
mit je 125 ccm 90°/,igem Methanol ausgeschiittelt und gab dabei die Haupt 
menge der farblosen Stoffe, aber nur eine minimale Farbstoffmenge an die 
Methanolphase ab. Bei der letzten Ausschiittelung war die untere Methanol: 
schicht fast farblos. 

Die nach dieser Verteilung verbliebene Benzinphase wurde alko- 
holfrei gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und die Carotine zuerst 
an Aluminiumoxyd adsorbiert. Beim Entwickeln des Chromatogramms mit 
Benzin bildeten sich im wesentlichen 3 Zonen aus. Die obere schmale, 
hellbraune Zone enthielt sehr geringe Mengen von Zersetzungsproduktey, 
die in Benzinlésung ein bis zur Unkenntlichkeit verschwommenes Spektrum! 
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An sie 


aufwiesen, auBerdem wenig farblose Stoffe, darunter Ergosterin. 
schloB sich die orangefarbige Hauptzone mit §-Carotin an. Dieser folgte 


ein schmaler, heller orangefarbiger Bezirk mit «-Carotin. Die beiden 
Carotine wurden getrennt mit alkoholhaltigem Benzin eluiert, die Benzin- 
lésungen in der tiblichen Weise gewaschen und getrocknet. Die Pigmente 
wurden sodann an Calciumhydroxyd adsorbiert. Beim Entwickeln des 
Chromatogramms mit Benzin konnte aus der §-Carotinpartie noch eine 
kleine Menge a-Carotin herausgewaschen werden. 

Das alkoholfrei gewaschene und getrocknete Eluat der Hauptzone 
wurde bei vermindertem Druck im Stickstoffstrom vom Lésungsmittel 
befreit, der dlige Riickstand mit wenig heiBem Benzo! aufgenommen und 
mit dem doppelten Volumen Methanol versetzt. Aus dieser Lésung schieden 
sich im Kiithlschrank 31,2 mg #-Carotinkrystalle aus. Nach wiederholtem 
Auskochen mit Methanol und 3maligem Umkrystallisieren aus Benzol- 
Methanol schmolz das #-Carotin bei 184° (korr.). Spektrum in Benzin vom 
Siedebereich 7T0—80°: 485, 452, 424 uu, in Schwefelkohlenstoff: 521, 485, 
450 uu. Fiir die Elementaranalyse wurde das Pigment nochmals aus Benzin 
‘Siedep. 25—35°) umkrystallisiert und bei 12 mm iiber Phosphorpentoxyd 
getrocknet. 

3,458 mg Subst.: 11,8835 mg CO,, 3,245 mg H,0. 

C,H, Ber. C 89,48 H 10,52 Gef. C 89,40 H 10,50 


Das in den Mutterlaugen verbliebene §-Carotin wurde in Benzin 
(70—80°) tibergefiihrt und seine Menge colorimetrisch bestimmt. Beim Ver- 
gleich gegen Azobenzol-Standard ergaben sich darin noch 2,2 mg §-Carotin. 
Sein Spektrum stimmte vollkommen mit dem oben angefiihrten iiberein. 

Die vereinigten Elutionen der beiden a-Carotinpartien wurden in ganz 
gleicher Weise behandelt. Aus Benzol-Methanol schieden sich im Kihl- 
schrank aber keine o«-Carotinkrystalle aus, sondern farblose, blittchen- 
firmige Krystalle eines Kohlenwasserstoffgemenges. Trotz wiederholter 
Abtrennung der farblosen Begleitstoffe konnte das stark verunreinigte 
«-Carotin wegen seiner geringen Menge nicht krystallisiert erhalten werden. 
Die colorimetrische Bestimmung des in Benzin (70—80°) iibergefiihrten Farb- 
stoffes, die in der gleichen Weise wie beim §-Carotin vorgenommen wurde, 
lieferte 1,8 mg o«-Carotin. Spektrum in Schwefelkohlenstoft: 509, 477, 445 uu, 
in Benzin (70—80°): 477, 447 wu. 

Die dem «-Carotin beigemengten Kohlenwasserstoffe schmolzen bei 42°. 
Durch Behandlung mit heiBer konzentrierter Schwefelsiure und wieder- 
holtes Umkrystallisieren aus Benzol-Methanol stieg der Schmelzpunkt 
auf 61—62° an. 

Die Elution der obersten hellbraunen Zone wurde zur Trockne ge- 
bracht und der Riickstand mit wenig Benzin (25—35°) aufgenommen. Im 
Kiihlschrank schied sich aus dieser Lésung eine kleine Menge Ergosterin 
in Nadelform aus, das nach Umkrystallisieren aus Methanol bei 165° (korr.) 
schmolz. Die aus Methanol erhaltenen gliinzenden Krystallblittchen waren 
in Ather, Benzin und Alkohol schwer liéslich. Konzentrierte Schwefelsiure 
liste das Sterin mit roter Farbe und die Lésung zeigte eine griine Fluores- 
cenz. Wurde die Chloroformlésung des Sterins mit dem gleichen Volumen 
konzentrierter Schwefelsiure geschiittelt, so fiirbte sich die Siure tiefrot, 
wihrend sich die Chloroformlésung sehr rasch entfirbte (,,umgekehrte 
12* 
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Salkowskische Reaktion“). Liebermann-Burchardsche Probe: Dj. 
Chloroformlésung firbte sich nach Zusatz von 20 Tropfen Essigsiiureanhy dri; 
und 1 Tropfen konzentrierter Schwefelsiure zuniichst rosenrot, dann dunke). 
blau, nach einiger Zeit wurde sie dunkelgriin, nach 12stiindigem Stehey 
olivbraun. Die Lésung des Sterins in Eisessig nahm nach dem Unterschichtep 
mit konzentrierter Schwefelsiiure eine griine Fluorescenz an. Wurde die 
alkoholische Sterinlésung mit 1°/,iger alkoholischer Anisaldehydlésung yer. 
setzt und mit konzentrierter Schwefelsiure unterschichtet, so trat an de 
Beriihrungszone ein rotbrauner und dariiber ein blaugriiner Ring auf. Das 
nur einmal aus Athanol umkrystallisierte Acetat des Ergosterins schmolz 
bei 173°. Wegen seiner geringen Menge konnte es nicht bis zur Schmelz. 
punktskonstanz gereinigt werden. 

Die von der Methanolphase bei der Verteilung aufgenommenen Stoffe 
wurden nach Verdiinnen der Lisung mit Wasser und Sittigen mit Koch. 
salz in Benzin getrieben. Die Benzinlésung wurde alkoholfrei gewaschen, 
getrocknet und das Lésungsmittel abdestilliert. Der dlige Riickstand wurde 
einer Destillation mit Wasserdampf unterworfen, wobei eine kleine Menge 
eines unangenehm riechenden, farblosen Oles iiberging. Die iiberdestillierte 
Emulsion wurde mit Benzin ausgeschiittelt. Nach starkem Einengen schieden 
sich im Kiihlschrank aus der Benzinliésung wei8e, nadelférmige Krystalle 
aus, die schon bei Zimmertemperatur zerflossen. Die Substanz bildete mit 
Semicarbazid ein Semicarbazon, das nach 1 maligem Umkrystallisieren aus 
Athanol bei 122° schmolz, hat also Ketoncharakter. Fiir eine weitere Unter. 
suchung reichte die tiberaus kleine Menge leider nicht aus. 

Das nach der Wasserdampfdestillation im Destillierkolben verbliebene 
Gemisch hochmolekularer Alkohole wurde mit Benzin ausgeschiittelt. Nach 
Abdestillieren des Lésungsmittels wurde der bei Handwirme schmelzende 
schmutziggelbe Riickstand in heiSem Alkohol gelést und mit Tierkohle ent- 
fiirbt. Das fast entfirbte Substanzgemisch wurde mit niedrig siedendem 
Benzin ausgeschiittelt und die Hauptmenge des Lésungsmittels abdestilliert. 
Aus der eingeengten Lésung krystallisierten im Kihlschrank zu Biischeln 
vereinigte Nadeln aus, die sich bei Zimmertemperatur leicht wieder in der 
Mutterlauge auflésten. Schmelzp. 42°. Trotz wiederholten Umkrystallisierens 
stieg der Schmelzpunkt nicht weiter an. 


3,570 mg Subst.: 10,240 mg CO,, 4,385 mg H,O. 
Gef. C 78,23 H 18,75. 


Da die Elementaranalyse nicht die fiir einen reinen hochmolekularen 
Alkohol erwarteten Werte ergab, wurde die Substanz gemeinsam mit den 
zur Trockne gebrachten Mutterlaugen wihrend 2'/, Stunden mit 5 °/,iger 
alkoholischer Kalilauge gekocht. Nach dem Erkalten wurde die alkoholisch- 
alkalische Lésung stark mit Wasser verdiinnt und die Alkohole mit niedrig 
siedendem Benzin und anschlieBend mit Ather ausgeschiittelt. Die Auf: 
arbeitung der verbleibenden Seifenlésung wird weiter unten beschrieben. 
Die Benzin- und Atherlésungen wurden gewaschen, getrocknet und die 
Lésungsmittel abdestilliert. Die vereinigten dligen Riickstinde, die noch die 
Ergosterinreaktionen gaben, wurden im Vakuum iiber Chlorcalcium getrocknet 
und durch Erhitzen mit Essigsiureanhydrid wihrend 40 Minuten unter Riick- 
fluB acetyliert. Das iiberschiissige Essigsiiureanhydrid wurde unter ver- 
mindertem Druck bei etwa 70° abdestilliert und der Riickstand in méglichst 
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: wenig heiBem Alkohol gelést. Da sich das Sterinacetat aus dieser Liésung 


auch bei lingerem Stehen im Kihlschrank nicht ausschied, wurden die 


' Acetate in Benzin iibergefiihrt und die Trennung durch Adsorption an 
' Aluminiumoxyd vollzogen. Die farblose Sdule wurde mit viel Benzin nach- 
| gewaschen und schlieBlich die obere sterinhaltige Zone partienweise ent- 
 fernt, bis sich mittels der Liebermann-Burchardschen Reaktion kein 
- Sterin mehr nachweisen lief. Die untere Zone, in der die Acetate der hoch- 
- molekularen einwertigen Alkohole adsorbiert waren, wurde mit alkohol- 


haltigem Benzin eluiert, das Athanol aus der Benzinlésung herausgewaschen, 
diese getrocknet und das Lésungsmittel abdestilliert. Im Kiihlschrank er- 


; starrte der dlige Riickstand, zerflo8 aber wieder bei Zimmertemperatur. 
' Das Acetatgemisch wurde mit alkoholischer Kalilauge verseift und das 


Gemenge hochmolekularer Alkohole ausgeiithert. Da auch nach dieser 
Reinigung durch fraktionierte Krystallisation kein einheitlicher Stoff erhalten 
werden konnte, wurde eine Trennung iiber die a-Naphthylurethane versucht. 
Etwa 1 g des vollkommen trockenen Alkoholgemisches wurde mit der 
gleichen Gewichtsmenge «-Naphthylisocyanat einige Minuten auf 95° er- 
hitzt. Beim Erkalten erstarrte der Kélbcheninhalt zu einer wachsihnlichen 
Masse. Aus dieser wurden die Urethane durch Auskochen mit Benzin 
(30—50°) herausgelést, wobei eine kleine Menge «-Dinaphthylharnstoff un- 


gelést zuriickblieb. Schmelzpunkt des rohen «-Dinaphthylharnstoffes 279°. 


Aus der Benzinlésung der Ester fielen beim Erkalten weiBe Nadeln aus, die 
bei 59° schmolzen. Nach 4maligem Umkrystallisieren stieg der Schmelz- 
punkt auf 72° (korr.) und blieb fortan konstant. 

8,133 mg Subst.: 9,025 mg CO,, 2,735 mg H,O. 
0,105 cem N, (21°, 749 mm). 

C.gH,0.N Ber. C 78,51 H9,89 N 3,53 
Gef. ,, 78,56 ,, 9,77  ,, 3,80 

Die Analysenergebnisse kommen den Prozentzahlen eines «-Naphthyl- 
carbamidsiure-pentadecyl-esters sehr nahe. Ein zu Vergleichszwecken her- 
gestelltes o-Naphthylurethan des n-Pentadecanols schmolz aber bei 85° 
korr.). Da somit eine Identitit nicht in Frage kam, wurde das Urethan- 
gemisch einer Adsorption an Aluminiumoxyd unterzogen. Um die Reich- 
weite der unteren Zone erkennen zu kénnen, wurde der Benzinlésung des 
Urethangemenges eine Spur §-Carotin zugesetzt. Nach der Entwicklung 
des Chromatogramms mit Benzin hatten sich 3 Zonen ausgebildet. Der 
oberste schmale Bezirk war schwach violettstichig und enthielt nur sehr 
wenig Substanz, so daB auf seine weitere Untersuchung verzichtet werden 
konnte. Die anschlieBende farblose Hauptzone wurde willkiirlich in 2 Hilften 
zetlegt, Das aus der oberen Hilfte wiedergewonnene Urethan schmolz bei 
62°, das der unteren Hilfte bei 64°, nach 2 maligem Umkrystallisieren aus 
Benzin konstant bei 65—66°. 

2,726 mg Subst.: 7,900 mg CO,, 2,360 mg H,0. 

Gef. C 79,04 H 9,69. 


Der a-Naphthyl-carbamidsiure-ester eines Heptadecanols verlangt 
U 79,00, H 10,19. Das n-Heptadecanol kommt auf Grund seines héheren 
Schmelzpunktes nicht in Frage. 

Um einen Anhaltspunkt zu erhalten, ob das Gemenge hochmolekularer 
Alkohole sich aus Komponenten mit gerader oder ungerader Zahl der C-Atome 


— 3,157 mg Subst.: 
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zusammensetzt, wurde das Urethangemisch mit tiberschiissiger methylalko. 
holischer Kalilauge wiihrend 80 Minuten unter RiickfluBkiihlung aufgespaltey, 
das Reaktionsgemisch auf Zimmertemperatur abgekihlt, mit Wasser yer. 
diinnt und die Lésung mit Kochsalz gesiittigt. Beim wiederholten Ay. 
schiitteln mit Benzin sammelte sich unter der Benzinschicht eine kleinp 
Menge «-Dinaphthylharnstoff an. Aus den vereinigten Benzinlésungen kounte 
durch Schiitteln mit 2n-Schwefelsiiure a-Naphthylamin herausgewasche; 
werden, das sich in der schwefelsauren Loésung mit Ferrichlorid ode; 
Kaliumbichromat nachweisen lie’. Die Benzinlésung wurde siiurefrei ge. 
waschen und mit entwissertem Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Ab 
destillieren des Lésungsmittels verblieb ein fester Riickstand, der mit kaltem 
Benzin (830—50° ausgelaugt wurde. Dabei gingen die hochmolekularen 
Alkohole in Lésung, wihrend eine krystalline Substanz zuriickblieb, die 
als a-Naphthyl-carbamidsiure-methylester identifiziert werden konnte. Dieser 
Ester wurde zunichst aus absolutem Athanol und schlieBlich aus Benzin 
(80—90°) umkrystallisiert und schmolz konstant bei 123° (korr.). Mischungs- 
schmelzpunkt mit einem aus Methanol und «-Naphthylisocyanat hergestellten 
Vergleichspriparat 123°. 

6,372 mg Subst.: 0,393 cem N, (23°, 751 mm). 

C,,H,,0,N Ber. N 6,97 Gef. N 7,03. 


Zwecks Reinigung des Alkoholgemisches wurde die Benzinlésung zur 
Trockne gebracht, der Riickstand im Kiihlschrank erstarren gelassen und 
mit leichtem Benzin aufgenommen. Dabei blieb noch eine geringe Menge 
des Urethans des Methanols ungelést und konnte abfiltriert werden. Nach 
4maliger Wiederholung dieser Reinigung wurde das Alkoholgemisch aus 
verdiinntem Athanol fraktioniert krystallisiert. Die erste Fraktion wies den 
gleichen Schmelzpunkt auf wie das Ausgangsprodukt (42°), die weiteren 
Fraktionen schmolzen tiefer. Auf Grund der einschligigen Untersuchung’ 
wird demnach gefolgert, daB es sich sehr wahrscheinlich um ein Gemenge 
hochmolekularer primirer Alkohole mit ungerader Zahl der C-Atome, ver- 
mutlich mit verzweigter Kohlenstoffkette, handeln diirfte. 

Palmitinsiure. Die alkoholische Seifenlésung, aus der das Ergo- 
sterin und das Alkoholgemenge ausgeschiittelt worden war, wurde mit 
Salzsiure angesiuert und ausgeiithert. Die atherische Lésung wurde siiure- 
frei gewaschen, getrocknet und der Ather abdestilliert. Die Palmitinsiiure 
wurde iiber ihr Ammoniumsalz gereinigt. Schmelzpunkt nach wiederholtem 
Umkrystallisieren aus Eisessig 62,4°. Mischungsschmelzpunkt mit reiner 
Palmitinsiure 62,6 ° 

3,279 mg Subst.: 9,017 mg CO,, 3,722 mg H,O. — 9,752 mg Subst. verbr. 
zur Neutralisation 1,900 cem n/50-NaOH. (Indicator Phenolphthalein). 


C,,.H;,0, Ber. C 74,93 H 12,59 Mol.-Gew. 256,3 
Gef. ,, 75,00  ,, 12,70 ‘ 256,7. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft Berlin dankt der Ver 
fasser aufrichtig fiir die leihweise Uberlassung eines GittermeB-Spektroskopes 
nach Léwe-Schumm. 
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Weitere Charakterisierung von Arginase und Histidase 
Von 
S. Edlbacher, H. Baur und G. Kébner 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Basel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1939) 


Bei der Verfolgung der Charakterisierung von Arginase und 
Histidase trat bisher immer mehr die grundsitzliche Ver- 
schiedenheit der beiden Enzyme zutage. Bereits aus dem 
verschiedenen Vorkommen yon Arginase und Histidase ist auf 
ihre Verschiedenartigkeit zu schlieBen: Vogelleber enthalt Histi- 
dase, aber keine Arginase; Hefe ist sehr reich an Arginase, ent- 
hilt aber keine Histidase. Weiter unterscheidet sich die Arginase 
durch ihr fast ubiquitares Vorkommen in den Organen des Siuger- 
organismus von der Histidase, die bisher nur immer in der 
Leber gefunden werden konnte. Vergleicht man beide Enzyme 
nebeneinander in derselben Saugerleber in bezug auf Quantitit 
baw. Aktivitit, so erweist sich die Arginase stets als weitaus 
iiberlegen: Die ungleich héhere Aktivitat der Arginase gegeniiber 
der Histidase ist wegen ihrer Verschiedenartigkeit allerdings schwer 
in Zahlen auszudriicken, doch kann man die Aktivitét der Arginase 
derjenigen der Histidase gegeniiber als gréBenordnungsweise 100 fach 
intensiver ansprechen. 

Kine Méglichkeit, die Unabhingigkeit beider Enzymwirkungen 
voneinander zu beweisen, ist ihr Verhalten im Konkurrenz- 
versuch: Ks wurden derartige Versuche gemacht, indem Arginin 
und Histidin im selben Ansatz von demselben Lebersaft abgebaut 
wurden, um festzustellen, ob eine Konkurrenz der Enzyme um die 
beiden Substrate stattfindet. Das ist nun keineswegs der Fall. 
Unter den gewihlten Versuchsbedingungen spaltet Arginase allein 
15°/,, Histidase allein 60°/, ihres Substrats. Beide Enzyme neben- 
elnander spalten im Konkurrenzversuch ihre Substrate im gleichen 
Mabe: Arginin 75°/,, Histidin 60°/,. Die beiden Enzyme be- 
einflussen sich also gegenseitig in vitro in keiner Weise. 
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Einen weitereren Beweis fiir die Verschiedenartigkeit der beide, J di 
Enzyme zeigt deren Verhalten beim kiinstlichen Inaktivierey M 
mittels Dialyse: In der vorangehenden Mitteilung') wurde dar. & w 
gelegt, daB Arginase sich durch mehrwéchentliches Ausdialysiere, J 
im Cellophanschlauch gegen Wasser bei 0° inaktivieren, d.h. sich J v 


vom Co-Ferment befreien liBt. Als Enzympraparat diente sowohl J a 
Hefemacerationssaft als auch wiBriger Extrakt aus Siugerleber, 9% £ 
Es wurde nun in gleicher Weise versucht, die Siugerleber-Histidase —& bi 
durch Dialyse zu inaktivieren. Durch 8—10tiigiges Ausdialysieren J 
im Cellophanschlauch gegen Wasser bei 0° konnte die Aktivitit && 
der Histidase von Sdugerleberextrakten fast auf den Nullwert ge. wu 
bracht werden, wihrend nicht dialysierte Enzymlésungen aus & > 
Ratten- und Meerschweinchenleber wihrend der gleichen Zeit s¢ 


bei 0° aufbewahrt, ihre Aktivitaét fast ganz erhalten (vgl. Figu), —% 
Der groBe Unterschied der Geschwindigkeit der Inaktivierung @& 1 
differenziert das Verhalten der beiden Enzyme sehr deutlich. 

a oa . 


\ — Hist0ase -—---| 


—» 


ty 
3 


—» Achivitat 
S 








i 4 PT iD 

7 2 3 4 | 

—+-Wochen Dialyse ——~ pC 

Geschwindigkeit der Inaktivierung durch Dialyse ul 

. — E be 

Ks konnte friiher gezeigt werden, daB es méglich ist, durch ’ 
Manganzusatz inaktivierte Arginase wieder voll zu reaktivieren, —& 7 


und zwar ist das Mangan bei einer Konzentration von wenigen 
y pro Kubikzentimeter Versuchslésung als Co-Ferment der Arginase 
wirksam, withrend die in hoher Konzentration ebenfalls als akti- § ,, 
vierend erkannten Metalle wie Cobalt, Nickel, Cadmium und §& 


Vanadium iiberhaupt nicht mehr wirken. Daher wurde an- s 
genommen, da die Siiugerarginase als Manganproteid aufzufassen . 
ist. Im Gegensatz zur Arginase gelingt es nun nicht, inaktivierte . 
Histidase durch Metallionen zu reaktivieren. Es wurden untersucht: § ,, 
Mangan, 2- und 8wertiges Kisen, Cadmium, Cobalt, Vanadium, §,) 
Rubidium, Cer, Nickel, Selenit und Kupfer. Im Gegensatz dazu §,, 
ergaben Kupfer, Cadmium und Zink noch in m/10000-Konzen- §,, 
tration eine Hemmung der Histidinspaltung in frischer, nicht . 


'\ Diese Z. 254, 275 (1938). 
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- dialysierter Enzymlésung. Es zeigt sich also auch beziiglich der 


Metallwirkung die allgemeine Verschiedenheit zwischen Arginase 


und Histidase. 


AuBer den genannten Metallen wurde auch eine groBe Anzahl 


' yon Co-Fermenten, Hormonen und biologischen Zwischenprodukten 
‘auf inre Co-Fermentwirkung untersucht, aber alle mit negativem 
Erfolg Es kamen zur Untersuchung: Aneurin, Lactoflavin, Ascor- 
binsiure, @-Tokopherol, Glutathion (auch in oxydierter Form), 
‘Cystein, Nicotinsiureamid, Thyroxin, Dijodtyrosin, Adrenalin, 
'Prolan, Insulin, frische Rinder- und Meerschweinchengalle, Taurin 
‘ud Bilirubin, Maltose und Glykogen; auch die im Vakuum 
‘bei 40° eingeengten Dialysate sowie Organkochsafte der ver- 
schiedenartigsten Driisen mit innerer und ‘uBerer Sekretion er- 
Fwiesen sich ebenfalls als unwirksam. Das Co-Ferment der 
‘Histidase ist demnach noch unbekannter Natur. 


Fiir die Verschiedenartigkeit von Arginase und Histidase 


'spricht auch ihr Verhalten gegeniiber Sauerstoff. Die eigen- 
‘timliche Sauerstoffempfindlichkeit der Arginase, die besonders bei 
‘der Hefearginase ausgeprigt ist, wurde unter Anwendung ver- 
_schiedener Redoxindicatoren untersucht. Es gelangten zur An- 
wendung: Indigodisulfonat, Pyocyanin, Methylenblau und Toluylen- 
_blau. Dabei wurde eine bis 50°/,ige Hemmung der Hefearginase 
' in Stickstoff-Atmosphire beobachtet, deren Maximum bei — 34 Milli- 
' volt (Pyocyanin) lag, etwas geringer bei + 11 Millivolt (Methylenblau) 


und bei entsprechend hoher Farbstoffkonzentration noch schwach 


‘bei Toluylenblau in Erscheinung trat. Dabei entfirbten sich die 


Farbstoffe in m/10000- und m/1000-Konzentration vollig. Es 


_konnte erwiesen werden, daB besonders das Pyocyanin in ge- 
}nigend hoher Konzentration (m/100) den Einflu8 von Sauerstoff 
_ersetzen kann. Hefemacerationssaft zeigt in Sauerstoff- oder Stick- 
-stofl-Atmosphire jedesmal eine typische Arginaseaktivitét. LaBt 
/man nun die Reaktion bei gleichzeitiger Gegenwart von Pyocyanin 
‘in Stickstoff ablaufen, so wird sie durch den Farbstoff genau so 
‘we durch Sauerstoff gehemmt. Bei m/100-Konzentration konnte 
sogar eine totale Hemmung des Enzyms in Stickstoffatmosphiare 
-erzielt werden. Ebenso wird auch die durch Dialyse zuerst in- 
-aktivierte und nachtriiglich durch Mangan reaktivierte Hefe- 
arginase in Stickstoff durch Pyocyanin gehemmt. Daraus ist zu 
schlieBen, daB der sauerstoffempfindliche Bestandteil des Enzyms 
‘ucht ausdialysierbar und daher in einem der Kolloide der Glo- 
bulinfraktion zu suchen ist. 
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Da wir auch andererseits im Gegensatz zu Klein?) fandey, 
daB Arginase, die durch Erhitzen des Rohsaftes auf 70° gewonney 
wurde, immer noch gegen Sauerstoff empfindlich ist, scheint die 
Annahme, daB die Angriffsstelle des Sauerstoffs direkt am Triiger. 
protein zu suchen ist, wohl als begriindet. 

Entgegen der eigentiimlichen Sauerstoffempfindlichkeit de 
Arginase ist die Aktivitit der Histidase durch Sauerstoff nicht 
beeinfluBbar. Leberextrakt spaltet Histidin sowohl in Luft, wie jy 
Stickstoffatmosphiire genau gleich stark. Es war dementsprechend 
bisher auch nicht méglich, einen Redoxindicator zu finden, der jn 
Analogie zur Arginasehemmung durch Pyocyanin die Histidase. 
reaktion beeinfluBt hitte. 

Beziiglich der Wirkung von Cystein auf Arginase verweisen 
wir auf friher von uns mitgeteilte Untersuchungen?) Heute 
kénnen wir dazu erginzend beifiigen, daB Cystein in m/20-Kon. 
zentration den Argininabbau durch Hefearginase in Stickstof 
atmosphare vom Neutralpunkt an bis zum Optimum p,, 9,4 in 
steigendem Mae bis 80°/, hemmt. In Luftansitzen erscheint 
diese Hemmungsreaktion entsprechend der wesentlich niedrigeren 
Aktivitit der Arginase bei Sauerstoffgegenwart nur andeutungs- 
weise. Auch Brenztraubensidure (in Form von reinem brenz- 
traubensaurem Natrium), in m/20-Konzentration hemmt die Hete- 
arginase in Stickstoffatmosphire bei p,,9,4 bis 85°/,. Beide, die 
Cystein- und die Brenztraubensiurehemmung ‘uBern sich sowoll 
an der Arginase von frisch bereitetem Hefemacerationssaft als 
auch an den entsprechenden ausdialysierten und den durch kurzes 
Erhitzen bei 55° partiell inaktivierten Hefesiften. Dabei wirl 
durch Bestimmung des Arginins als Flavianat evident, daB nicli 
etwa eine Umamidierung stattfindet, indem Brenztraubensiure 
und Cystein als Ammoniakacceptoren funktionieren, sondern dab 
bei ihrer Gegenwart tatsichlich weniger Substrat gespalten wird. 
Auf frische und ausdialysierte Leberhistidase ist Cystein (auch 
zusammen mit den verschiedenen Schwermetallsulfaten bei ver 
schiedener Wasserstoffionenkonzentration) ohne wesentlichen Ei- 
flu’. Jedoch hemmt Brenztraubensdéure in m/500-Konzentratio 
auch Leberhistidase bis 50°/.. 

Vermutlich betrifft die Sauerstoffhemmung sowie die Wirkung 
der verschiedenartigen Redoxkérper wie Sulfhydrylkérper, Ascorbi- 


































1) Diese Z. 222, 199 (1933). / 
2) Diese Z. 206, 65 (1932); 217, 89 (1933); Helvet. chim. Acta 1), 
1080 (1934). 






a_i on ne ae a ee 


wo 








fanden, 


ewonnen 
eint die 
Triiger. 


ceit der 
fF nicht 
» Wie in 
rechend 
, der in 
istidase- 


rw elsen 

Heute 
20)-Kon- 
ickstot 
, 9,4 in 
rscheint 
Jrigeren 
utungs- 
| brenz- 
ie Hefe- 
ide, die 
sowohl 
saft als 
1 kurzes 
ei wird 
B nicht 
ensaure 
arn dab 
n wird, 
n (auch 
el vel: 
en Kin- 
itration 


Jirkung 
corbin 


Acta li, 





F haben 





175 


Weitere Charakterisierung von Arginase und Histidase 


des Fermentes. 


siure usw. denselben Reaktionsmechanismus 
'Dazu kommt noch die oben erwahnte Beeinflussung der Arginin- 
' und Histidinspaltung durch Brenztraubensiure und verschiedene 
‘andere Carbonylkérper. Wir sind mit der Bearbeitung dieses 


| Problems gegenwirtig beschaftigt und werden dariber berichten. 


In unseren friiheren Untersuchungen mit Zeller’) konnten 
‘wir zeigen, daB die Spezifitit der Arginase nicht so absolut ist 
‘wie es noch vor einigen Jahren angenommen wurde. Insbesondere 
wir die mit Zeller ausgefiihrten Versuche iiber die 
Spaltung von d- und 1-Arginin nochmals wiederholt und erneut 


' bestiitigt, daB neben dem natiirlichen d-Arginin mit viel Enzym 
' und langer Spaltdauer auch das unnatiirliche 1-Arginin total ab- 
: gebaut wird. 
‘untersucht und, wie schon K. Felix feststellte, gefunden, daB auch 
‘hier mit hohen Enzymmengen und langer Versuchsdauer eine 

Spaltung bis 30°/, erreicht werden kann. Dabei lag das p,-Optimum 
‘in unserer Versuchsanordnung bei p,, 9,4 im Gegensatz zu Felix?) 


Es wurde ferner die Spaltbarkeit von Argininséiure 


der ein Optimum von p,, 7,0 angibt. Neben den hier genannten 


Untersuchungen von Felix sei auch in diesem Zusammenhang 
‘auf die Arbeit von Hunter’) iiber die Spaltung des Carbamino- 
arginin hingewilesen. 


Wir dehnten nun unsere Versuche iiber die Substrat-Spezifitat 


der Arginase weiter aus und untersuchten die Spaltbarkeit von 
| Octopin (@-Alanyl-d-guanido-valeriansiure). Die Synthese wurde 
nach Akasi‘) ausgefiihrt, ausgehend von d-Argininmonochlorid und 
d,l-Brompropionsiiure iiber das Phosphorwolframat und das Pikrat. 
| Akasi stellte fest, daB Octopin mittels Leberarginase nur gering, 
-etwa 17°/,ig, spaltbar ist. 
- auch 
_ schweinchenleber-Arginase. Es interessierte uns diese Frage speziell 
in hezug auf die Untersuchungen von D. Ackermann und seinem 
| Mitarbeiter Mohr5), Es lieB sich nun diese Octopinspaltung durch 
oe mit Mangankonzentrationen von m/500 bis m/1000 
beim Optimum p,, 9,4 bis auf 90°/, 
Im tierischen Organismus das Octopin nicht oder nur in ganz 


In derselben GréBenordnung gelang 
uns die Spaltung von Octopin mit Ratten- und Meer- 


steigern. Wiahrend also 


geringem Mae verindert wird, gelingt es durch kiinstliche 


: Uheraktivierung der Arginase, eine Enzymkonzentration 


') Diese Z. 245, 65 (1936). 

*) Biochemie. J. 32, 826 (19388). 

*) J. of Biochem. Japan 26, 129 (1937). 
*) Diese Z. 255, 190 (1938). 


*) Diese Z. 255, 182 (1938). 
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zu erreichen, die im Leben niemals auftreten kanp 
Dadurch wird ein neuer Hinweis zur Annahme gegeben, daf jy 
der Leber wohl geniigend T'rigerprotein vorhanden ist, daB abe 
die Co-Fermentkonzentration unter physiologischen Bedingunge; 
gering ist. Erhéht man nun im in vitro-Versuch die Co-Ferment. 
konzentration durch Zusatz von Manganionen, so erreicht may 
eine derartig hohe Holo-Fermentkonzentration, daB eine energische 
Reaktion zwischen Enzym-Substrat stattfinden kann. 

In Analogie zu dieser T'atsache steht die Kinwirkung yo, 
Histidase auf unnatiirliches Histidin. Die Histidase ist ein Enzym, 
welches, wie oben erwahnt wurde, schatzungsweise in 100fach 
geringerer Konzentration in der Leber auftritt als die Arginase, 
LaBt man nun viel oder wenig Leberextrakt auf unnatiirliches 
Histidin einwirken, so erbilt man in keinem Fall eine Spaltung, 
Es gelingt eben nicht, eine so hohe Histidase-Konzentration m 
erzielen, da8 die Affinitit zwischen unnatiirlichem Histidin uni 
Histidase groB genug wird. Die typische ,,Proklesis“ der Arginase- 
wirkung, die durch Trigeriiberschu8 bedingt ist, l4Bt sich bei der 
Histidase nicht durchfiihren. Wir sind dementsprechend mit Unter. 
suchungen beschiftigt, Histidaselésungen herzustellen, welche hohe 
Aktivitat zeigen. Es muf mit diesen Enzympriparaten dann vyer- 
sucht werden, ob hier auch die auswihlende optische Spezifitit 
der Histidase verloren gegangen ist. Dieses Problem gewinnt be- 
sonders im Hinblick auf die neuen Untersuchungen von Kigl 
groBes Interesse, denn der genannte Autor?) konnte zeigen, dab 
beim malignen Wachstum eine Racemisierung verschiedener Amino- 
siuren, besonders von Glutaminsiure, auftritt. Da anderseits aus 
unseren friiheren Versuchen mit Kraus?) und Neber’) hervorgeht, 
daB das Histidin in Glutaminsiure iiberfihrbar ist, und zwar m 
Glutaminsiéure von der natiirlichen optischen Konfiguration, werden 
wir das Problem der optischen Spezifitit der Histidase besonders vou 
diesem Standpunkt aus einer griindlichen Untersuchung unterziehen. 

Beziiglich der Octopinspaltung sei noch kurz dazu bemerkt, 
daB das Mangan auch hier sich wieder allen anderen Aktivatoren 
als iiberlegen erwies. Auch mu erwihnt werden, daB Kupfer ls 
Arginaseaktivator neuerdings von uns untersucht und seine Wirkungs- 
losigkeit erneut bestitigt wurde. Aus diesen Kupferaktivierungs- 
versuchen wurde der Harnstoff mit der Xanthydrolmethode be- 
stimmt. 


1) Diese Z. 208, 57 (1939). *) Diese Z. 191, 225 (1930). 
5) Diese Z. 224, 261 (1934). 
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Zusammenfassung 


1. Bei Konkurrenzversuchen von Arginase und Histidase ergibt 


sich die Unabhingigkeit in der Wirksamkeit beider Enzyme. 


2. Dialyse bei 0° inaktiviert Histidase viel rascher als Arginase. 
3. Histidase wird durch Kupfer, Cadmium und Zinkionen noch 


in m/10000-Konzentration gehemmt, wiihrend diejenigen Metall- 
jonen, welche Arginase aktivieren, auf Histidase ohne KinfluB sind. 


4, Das Co-Ferment der Histidase ist noch unbekannt. 


5. Arginase kann genau so wie durch Sauerstoff, in Stickstoff- 


‘atmosphire durch Pyocyanin gehemmt werden. Dies tritt bei 
| Histidase nicht ein. 


6. Brenztraubensiure hemmt in m/50-Konzentration sowohl 


die Arginase- als auch die Histidasereaktion. 


7. Die von K. Felix gefundene Spaltung der Argininséure 


durch Leberextrakt kann bestiatigt werden. 


8. Octopin wird durch die iiberaktivierte Manganarginase fast 


| quantitativ gespalten. 


9. Es wird erneut bestitigt, daB hohe Arginasekonzentrationen 


 unnatiirliches Arginin spalten, wihrend es bisher nicht gelungen ist, 
-unnatiirliches Histidin enzymatisch zu zerlegen. 


Experimenteller Teil 
1. Konkurrenzversuche. Rattenleber wird mit Wasser 1:5 zer- 


-nieben und zentrifugiert. Zentrifugat = Enzymloésung. 


Ansitze. +3 cem m/10-waBrige Lésung von Arginincarbonat, 


-+38eem m/10-wiBrige Lésung von Histidinmonochlorhydrat mit NaOH 
| auf py; 8 gebracht, 3 ccm Lebersaft, eine Reihe mit 20 ccm Phosphatpuffer 
-m15 py 8, eine Reihe mit Glycin-NaOH- Puffer py 9,4, m/10 + 1 ccm 
‘Toluol. Parallelserien. 1. Arginaseserie: Spaltung 4 Stunden bei 38°, Ab- 
-kochen, Ureasezerlegung, anschlieBend Ammoniakbestimmung nach Folin 
“mit 2cem 30°/,iger NaOH pro Ansatz. 2. Histidaseserie: Spaltung 20 Stunden 
bei 88°, dann Ammoniakbestimmung mit 2 ccm 30 °/,iger NaOH pro Ansatz. 

















Argininbestimmung | Histidinbestimmung 
Rattenleber Verbrauch ccm Verbrauch ccm 
n/50-H,SO, n/50-H,SO, 

Pr 8,0 
re 22,05 0,55 
Mistidiy 2... 4 a. 2,20 18,60 
Arginin + Histidin . . . . 21,65 17,0 

Pu 9,4 
eee 22,60 1,75 
ee eee 3,0 15,60 
Arginin + Histidin . . . . 22,45 14,40 
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1 Liter-Bechergias hingt; als AuBenfliissigkeit wird sofort Wasser von +) 


zugegeben. Ausdialysierenlassen bei + 2°, 2 mal tiiglich Wechseln des Wassers, 


Ansitze. 3ccm Histidinmonochlorhydrat m/10 neutralisiert, in Puffy 
gelést, 5cem Kontrollebersaft bzw. x ccm ausdialysierter Lebersaft je nag) 
dem Grad der Verdiinnung im Verlauf der Dialyse. 20 cem Phospha. 
puffer nach Sérensen m/15 py 8,0 + 1cem Toluol. Spaltung 15 Stundy 
bei 38°, anschlieBend Ammoniakbestimmung nach Folin. 





cee, 




















Verbrauch ecm n/50-Schwefelsiure 
Rattenleber — bei py 9,4 
Kontrolle _Dialys se 
Aa. _ Seams 24,0 | 24,0 
Nach 6 Tagen Dialyse . — sa 23,5 6,20 
Nach 11 Tagen Dialyse ... . 23,0 | 0,45 


3. Wirkung verschiedener Redoxindicatoren auf Hefearginas 
in Luft und Stickstoff. Herstellung des Hefetrockenpulvers und de: 
Macerats vgl. sub 4. 

Ansitze. In offenen Réhren oder in 3mal evakuierten und mit 
Stickstoff gefiillten Anaerobenréhrchen') 3cem m/10-Argininearbonat in 
Puffer py 9,4, 2cem Hefemacerationssaft, +2 cem m/100-Farbstofflisung 
(Indigodisulfonat und Methylenblau Merck, Pyocyaninchlorid Roche, Toluylen- 
blau British Drug House), m/10-Glycin-NaOH- Puffer py 9,4 zu 25 ccm, 
1cem Toluol. Spaltungsdauer 7 Stunden, 38°, Ureasezerlegung, Ammoniak- 
bestimmung nach Folin. 

















: : Verbrauch cem n/50- 0-H,80 
Hefemacerationssaft zs . 
Luft | Stickstol 
Hefe + agian oe , 4,0 9,0 
Hefe + Arginin + Indigodisulfonat _ m/ 1000 . 3,65 9,40 
Hefe + Arginin + Pyocyaninchlorid m/1000. 2,60 | 4,0 
Hefe + Arginin + Methylenblau m/1000 . . 2,70 5,85 
Hefe + Arginin + Toluylenblau m/1000 . . 3,80 | 8,20 


4, Wirkung von Pyocyanin auf frische Hefearginase in N-Atmo- 
sphare. Bierhefe wird 5mal mit Wasser ausgewaschen, abgesaugt, lutt 
getrocknet, grob gemablen, gesiebt und in der Kugelmiihle zu feinem Pulve! 
gemahlen: Hefetrockenpulver. Davon 1:5 mit Wasser 2 Stunden lang be 
38° maceriert, bei + 2° filtriert. Filtrat = Hefemacerationssaft. 

Ansitze. In offenen Réhren oder in 3mal evakuierten und Stick 
stoff gefiillten anaeroben Réhren') 3 cem 1m/10-Arginincarbonat in Pui 
Pu 9,4, 2cem Hefemacerationssaft, + 2 ccm Pyocyaninchlorid Roche m1! 





) Diese Z. 217, 89 (19883). 


2. Inaktivierung von Histidase durch Dialyse. Rattenleber 1-; 
Wasser zerrieben und zentrifugiert. 1 Teil wird bei + 2° als Kontrol, 
aufbewahrt, ein Teil wird in Cellophanschlauch eingefiillt, der in einey 
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» 30cem Glycin-NaOH- Puffer m/10 py 9,4, 1 cem Toluol. Spaltung 10 Stunden 


bei 88°. Py-Kontrolle vor und nach der Spaltung mit Indicatorpapier von 
| Schilling, Vaduz, das auch p,-Ablesung in den tief-violett gefirbten Pyo- 
| cyaninansitzen erlaubt, Ureasezerlegung, Ammoniakbestimmung nach Folin. 





a 























Vv 2 he h ¢ H 
Hefemacerationssaft incr sina n 2/60-H,80, 
Lutt N, 
 Hefe + Arginin tone 5,15 10,35 
'Hefe + Arginin + Py ocyanin m/ 100. 4,0 2,6 


5. Wirkung von Pyocyanin auf ausdialysierte und mit Mangan 
reaktivierte Hefearginase in Stickstoff. Hefemacerationssaft wird im 


' Cellophanschlauch gegen Wasser bei + 2° wiihrend 3 Tagen ausdialysiert 
' analog der Dialyse des Lebersaftes. 


Ansitze wie oben mit Beriicksichtigung 
der Verdiinnung des Hefesaftes im Verlauf der Dialyse, ausdialysierter 











Hefesaft, +3ccm MnSOQ, m/10000 + 1cem Toluol. Spaltung 8 Stunden 
bei 38° parallel in Luft und Stickstoff wie oben. Ureasezerlegung, Ammo- 
_ niakbestimmung. 
; | Verbrauch ecm n/50- H, SO, 
Harnstoff in soba 7 
Lut | N, 
: — SE SATS — oan = = = 7 ~— — — 
| Hefe-Kontrollsaft 2,85 | 7,15 
: eee Hefesaft .... 1,35 | 3,30 
| - + Mn m/ 100000. 3,45 | 12,65 
| Hefe- Kontedllsaft + Pyocyanin m/100 0,75 | 1,15 
Ausdialysierter Hefesaft + Pyocyanin m/100 0,0 0,0 
B ” - ”? m/100 
+ Mn m/100000 . EM sie eras 0,70 8,85 





6. Sauerstoffempfindlichkeit der Arginase im 70°-Lebersaft. 


; Rattenlebersaft wie oben wird nach G. Klein im Wasserbad '/, Stunde 
_ lang bei 70° Innentemperatur gehalten, dann eisgekiihlt und zentrifugiert. 


Das klare, rote Zentrifugat = 70 °-Saft. 


Ansitze. In Luft und in Stickstoff (Anaerobenréhren): 0,5 cem 
Kontrollsaft oder 70°-Saft, 3,0 cem n/10-Arginincarbonat in Puffer py 9,4, 


~+2,0cem Mangansulfat m/1000, Glycin-NaOH- Puffer m/10 py 9,4 zu 
 25cecm. 45 Minuten Spaltung bei 38°, Ureasezerlegung, Ammoniakbestimmung 


nach Folin. 











ecem n/ 50- 0-H,80, vested 

















Rattenleber me snipe 
‘Luft: N ‘ 
Kontrollsaft 21,9 21,55 
70°-Saft 3,6 7,15 





70°-Saft + MnSO, m/10000 . 
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7. Spaltung von 1-Arginin. Kalbsleber 1:1 mit Glycin-Naoy. 
Puffer m/10 py 9,4 zerrieben und zentrifugiert. 

Ansitze. Tccm Lebersaft, 3 cem m/10-l-Arginincarbonat in Putte, 
Glycin-NaOH-Puffer py 9,4 zu 20 ccm, 2cem Toluol. Spaltung 18, 48 un, 
72 Stunden bei 38°, Ureasezerlegung, Ammoniakbestimmung nach Fo)]j, 
(nachfolgend sind die Ammoniak-Leerwerte bereits abgezogen). 














v b h eem n/50-H, SO, 
Kalbsleber _— picomes “ , 
18 Stunden | 48 3 Stunden 7 Stunden 
ines + |- hegiote | ie otk 16,05 “19 195 26,50 





8. Spaltung von Argininsaure. Kalbsleber durch Hackmaschine 
zerkleinert, mit gleichem Gewicht Glycerin geschiittelt, koliert, zentrifugier 
und filtriert (Olfilter). 

Ansitze. 4 und 6 ccm Lebersaft, 2cem m/10-Argininsiurelisung 
Phosphatpuffer m/15 py 7 oder Glycin-NaOH m/10 py 9,4 zu 20 cem, 2 cem 
Toluol. 48 Stunden Spaltung bei 38°, Ureasezerlegung und Bestimmung 
des freien Ammoniak, Differenz = Reinwerte der Argininsiurespaltung. 




















Verbrauch « cem n 50- H,SO, 

Kalbsleber : ! ba 

bei Put _ bei Pu § 95 4 
4cem Enzym..... 1,35 Z 3,80 
6cem Enzym...... 2,10 7,40 





9. Wirkung von Mangan und Kupfer auf Octopinspaltung. 
Ansitze. 5cem frischer Rattenlebersaft 1:5 (= 1g Frischsubstanz’ 
3cem m/10-Octopinlésung in Glycinpuffer py 9,4, +38 cem MnSO, oder 
CuSO,-Lésung m/10, 20 ecem Glycin-NaOH m/10 py 9,4, 1 ecem Tolnol. 
17 Stunden Spaltung bei 38°. Dann eine Reihe Ureasezerlegung und 
Ammoniakbestimmung, eine zweite Reihe Xanthydrolfillung. Methode 
vgl. Anmerkung'). Sie muBte dahin abgeidndert werden, als ein villiges 
Auswaschen des Dixanthylharnstoff-Niederschlages nur zu erreichen wat 
durch Auswaschen mit heiBem, mit Dixanthylharnstoff kalt gesiittigtem 
Methanol, nur so wurde Gewichtskonstanz und durchwegs richtiger Schmelz 
punkt erhalten (262—264°),. 


























°/, Abbau ermittelt als 
Rattenleber somes — - 
Dixanthyl- 
_harnstoff Ammonial 
Leber + Octopin .. . ao 6,5 25 
Leber + CuSO, m/100 + Octopin a 64 - 
Leber + MnSO, m/100 + Octopin. . . 90,0 60 





1) Helvet. chim. Acta 17, 1030 (1934). 
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10. Wirkungsweise von Cystein und Brenztraubensdure auf 


Arginase. Ansitze in Stickstoff gefiillten Anaerobenréhren: 5 cem frischer 
Hefemacerationssaft (vgl. oben) aus Trockenhefe, 10 cem m/10-Arginin- 
carbonat in Glycin-NaOH m/10 py 9,4, +3 cem m/5-Cysteinhydrochlorid 
mit NaOH neutralisiert, oder +3ccm m/5-brenztraubensaures Natrium, 
Glycin-NaOH m/10 py 9,4 zu 35 ccm, 10 Tropfen Toluol. Nach 5 stiindiger 
Spaltung bei 38° in Stickstoffatmosphiire wird in 25 cem des Ansatzes die 
Ammoniakbestimmung nach Folin angestellt (Ureasezerlegung), in den rest- 
lichen 10 ccm wird das Arginin als Flavianat gefillt: Enteiwei8en im 
siedenden Wasserbad mit 3 Tropfen Eisessig. Filtrat mit Eisessig auf py 4,0 
gebracht (kaum kongograu), mit 2 cem 20 °/,igem Natriumflavianat versetzt 
und mit Stiéiubchen festem Argininflavianat angeimpft. Nach 24 Stunden 
Absaugen auf Glasfiltertiegel 1G4 Schott-Jena. 























Harnstoff als pone 
Hefemacerationssaft ecm es 
: Flavianat 
n/50-H,SO, gewogen 
Hefe + yon sf ta 60,2 °/, 30 °/, 
Hefe + Arginin + Cystein. m/ ON ig ie ae 7 72 
Hefe + Arginin + Brenztraubensiiure m/20 6 88 


ll. Wirkungsweise der Brenztraubensaure auf Leber-Histidase. 
Ansitze. 5cem frischer Rattenlebersaft (= 1g Frischgewicht), 3 cem 
m/10-Histidin-monohydrochlorid in Puffer p,, 8,0, +38 cem m/5—m/500- 
brenztraubensaures Natrium Roche in Puffer, 20 cem m/15-Phosphatpuffer 
Py 8,0, 1 cem Toluol. Dauer 20 Stunden, 38°. Dann parallel Ammoniak- 
bestimmung nach Folin einmal mit 2cem 30°/,iger NaOH, einmal mit 
1cem Soda nach Neutralisieren der Ansiitze. 








Verbraueh ccm - n/50- -H,SO, 
_Sodafolin_ 





Rattenleber 





Langenfolin | 











ig killer + 3 cem m/10-Histidin . 

lg ,, +3cem m/10-Histidin + brenz-— 
traubensaures Natrium m/5 10,0 | 4,85 

lg, +8cem m/10-Histidin + brenz- | 


22,05 9,05 





traubensaures Natrium m/50 10,65 | 4,90 
lg , +8ccm m/10-Histidin + brenz- 
traubensaures Natrium m/500 16,90 7,0 
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Zur Kenntnis der Methyloxydationen im Tierkérper 
Von 


Richard Kuhn und Irmentraut Léw 



































(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1939) 





Die biologische Umwandlung von Polyencarbonsiiuren 
H,C—(CH=CH),—COOH (n = 2, 3, 4) in Polyendicarbonsiure: 
HOOC—(CH=CH),—-COOH 1gelingt mit besonders guten Aus- 
beuten, wenn man an Stelle der freien Monocarbonsiuren, deren 
Salzen oder Estern, die Amide H,C—(CH=CH),—CONH, an 
Kaninchen fiittert'), Es war naheliegend, auch die gewoéhnlichen 
Fettsiuren in Form ihrer Amide zu verabreichen, um zu sehen, ob 
dadurch die gesittigten w-Dicarbonsiiuren HOOC—(CH,),—COOH, 
welche P. Verkade, B. Flaschentriger, K. Bernhard und 
deren Mitarbeiter in geringen Mengen aus Salzen, Estern und 
Glyceriden der Fettsiuren gewinnen konnten, ebenfalls in viel 
gréBeren Mengen zur Ausscheidung gelangen. Versuche in diese! 
Richtung schienen uns auch physiologisches Interesse zu besitzen. 

Ks gibt verschiedene Anhaltspunkte dafiir, da im Stoffwechsel 

der Fettsiuren den Phosphatiden eine besondere Aufgabe zufillt. 

In den Phosphatiden von der Art des Sphingomyelins findet man 

nun Fettsiuren siureamidartig mit einer Base (Sphingosin) ver- 

kniipft?), Aus diesem Grunde hielten wir es nicht fir aus- — 

geschlossen, daB die im Harn auftretenden Dicarbonsiiuren —& | 

HOOC—(CH,),—COOH durch w-Oxydation von Fettsiuren im | 

Stadium einer siureamidartigen Bindung entstehen. a 
Die bisher ausgefiihrten Versuche haben keine Stiitze hierfir § 

erbracht. Der an den Polyencarbonsiuren aufgefundene § 

Einflu8 der Amidbildung war bei den Fettsauren nicht | 

wiederzufinden. Gepriift haben wir die Amide der Capronsiure, 


*») R. Kuhn u. F.u. L. Kohler, Diese Z. 247, 197 (1937). 
*) Zusammenfassung: H. Thierfelder u. E. Klenk, Die Chemie de? 
Cerebroside und Phosphatide, J. Springer, Berlin 1980. 
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' Laurinsiiure und Palmitinsiiure. In der Annahme, da ein sekun- 
' dares oder tertiires N-Atom in der Amidgruppe besser blockieren 
_werde, gingen wir zum Laurinsiure-anilid und Laurinsiure- 
| N-methylanilid tiber, schlieBlich zum Caprinyl-d,l-alanin. Wie aus 
| dem Versuchsteil ersichtlich, lieBen sich in keinem Falle die 
| Ausgangsstoffe oder irgendwelche definierten Derivate, die auf 
w-Oxydation hitten schlieBen lassen, aus dem Harn der Kaninchen 
' isolieren. Man darf wohl erwarten, daB nach Verfiitterung noch 
 gréBerer Substanzmengen, Heranziehung geeigneterer Versuchs- 
 tiere und Vervollkommnung der Aufarbeitungsverfahren auch aus 


den Amiden der Fettsiuren w-Dicarbonsiuren zu gewinnen sein 


| werden. Ks ist aber aus den vorliegenden Erfahrungen ersicht- 
lich, daB man dabei keinesfalls wie bei den Polyencarbonsiuren 
der GréBenordnung nach giinstigere Ergebnisse erwarten darf. 


Die aufgeworfene Frage, ob sich die w-Oxydation an amidartigen 


| Derivaten der Fettsiuren abspielt, wird man daher bis auf 
| weiteres verneinen. 


Bei den Amiden von einfach ungesittigten, aliphatischen 


| Carbonséuren mit unverzweigter Kette scheinen die Verhiltnisse 
- fbnlich wie bei den Fettséure-amiden zu liegen. Aus dem Harn 
von Kaninchen, die «,6-Hexensiure-amid (I) und £,y-Hexen- 


siure-amid (II) erhalten hatten, konnten wir keine Amidcarbon- 
siure bzw. Dicarbonsiure isolieren. Dasselbe war nach Ver- 
abfolgung von Octadien-3,5-siureamid (III) der Fall. 

I H,C—CH,—CH,—CH=CH—CONH, 

Il H,C—CH,—CH=CH—CH,—CONH, 

Ill H,C—CH,—CH—CH—CH=CH—CH,—CONH, 

Das f,y-Hexensiure-amid hitte durch Methyloxydation in 
das Amid der 4, ,-Dihydromuconsiure HOOC—CH,—CH 
=CH—CH,—COOH iibergehen kénnen. Zur Kontrolle wurde 
daher auch diese Dicarbonsiure am Kaninchen gepriift. Nach 
Verfiitterung von 20 g konnten 13 g unverinderte 4, ,- Dibydro- 
muconsdure aus dem Harn zuriickgewonnen werden. 

$-Methyl-8-propyl-acrylsiure-amid (IV) lieferte in 
ener Ausbeute von 13°/, das 1-Amid der 2-Methyl-buten-(1,2)- 
1,4-dicarbonsiure (V), 

Iv H,C—CH,—CH,—C=CH—CONH, 


| 
CH, 


V HOOC—CH,—CH,—C=CH—CONH, 
| 
CH, 


18* 
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die mit F. und L. Kohler’) bereits aus #-Methyl-@-n-nony). 
acrylsiure-ester im Tierversuch sowie vom Livulinsiure- este, 
aus synthetisch erhalten worden war. Die Kombination yoy 
a,-stindiger Doppelbindung mit f-stindigem Methyl scheint sic) 
somit giinstig auszuwirken; besonders dann, wenn der zweite 
Alkylrest in #-Stellung eine unpaare Zahl von C-Atomen besitzi 
(Methyl, n-Propyl, n-Nonyl), so da& man durch f-Oxydation des 
Alkyls zu Derivaten der Mesaconsiiure bzw. £-Methyl-muconsiure 
gelangt. Aus #-Methyl-f-ithylacrylsiure-ester und -amid eine 
Dicarbonsiiure zu gewinnen, wurde schon mit F. und L. Kohler! 
vergeblich versucht. 

Aus p-Xylol (V1, 35g) lieB sich p-Tolylsiure (VII, 10, 
gewinnen; Terephthalsiure war nicht nachzuweisen. Aus Duro! 
(VIII, 25 g) konnte dagegen neben Durylsiure (IX, 7 g) in ge. 
ringer Menge auch Dimethyl-terephthalsiure (X, 400 mg) ge. 
wonnen werden. 


CH, CH, 
| | 

rn, —), 

VI | | vir | | 

al a 
CH, COOH 

> > 

| | 
H,C”7 \~ ‘cH, H,C” “~~ \CH, HOOC’ \~ ‘CH, 
Vil IX x 


4,5-Dimethyl-2-acetylsalicylsiure (XI, 35 g) unterlag 
der Verseifung. Aus dem Harn wurden 13 ¢ 4,5-Dimethy)- 
salicylsiure (XII) isoliert, aber keine Dicarbonsiure. 


H,C._~_/0COCH, H.C. ™~ FO 
> 
H,C” “~ \COOH H,C” “~ \COOH 
XI XII 
| | “i =: | 
no an wile ‘ie 
XIII XIV 


2,5-Dimethyl-furan (XIII, 20g) lieferte 5g 5-Methy!- 
brenzschleimsiure (XIV). Aus 5-Methyl-furfurol (20 g) lieB sich 
die 5-Methyl-brenzschleimsiure in noch besserer Ausbeute (10,8 g 
gewinnen. Furan-2,5-dicarbonsiiure, die von B, Flaschentrige! 
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und K. Bernhard’) in geringen Mengen als normaler Bestand- 


teil des menschlichen Harns aufgefunden worden ist, lieB sich 
nicht nachweisen. 5-Methyl-brenzschleimsiure, deren Amid 
in hoher Ausbeute zum Amid der Furan-2,5-dicarbonsiure ge- 
fiihrt hatte +), wurde in der Hauptsache (9,5 g aus 18 g) unveriindert 
ausgeschieden. Hier macht sich wieder ein ganz starker HinfluB 
der Amidbildung bemerkbar. 


Beschreibung der Versuche 


1. Capronsaure-amid. Gefiittert wurden 14,5 g (Schmelzp. 94°, Lit. 
gs—101°) in tiglich 2 Dosen zu je 1—2 g, die nicht besonders gut ver- 
tragen wurden. Zur Aufarbeitung des Harns wurde mit Barytwasser und 
mit basischem Bleiacetat nach R. Kuhn, F. und L. Kéhler') gefillt und 
die zerlegte Bleifallung noch mit Floridin und mit Silbernitrat fraktioniert. 


2. Laurinsaure-amid. Es wurden 20 g (Schmelzp. 102°, Lit. 97—102°) 
in tiiglich 2 Dosen zu je 1—2 g mit der Schlundsonde gegeben. Der stark 
eingeengte Harn wurde bei kongosaurer Reaktion mit Ather im Apparat 
erschépfend ausgezogen und der Riickstand der Atherlésung unter 0,01 mm 
fraktioniert. Es lieB sich nur etwas Benzoesiiure (Schmelzpunkt und 
Mischprobe des p-Bromphenacylesters 95°) isolieren. 


3. Palmitinsaure-amid. Die aus Palmitinsiiure vom Schmelzp. 52° 
(Lit. 62°) nach Krafft-Stauffer‘*) gewonnene Substanz schmolz nach 
2maliger Krystallisation aus Methanol bei 92° (Lit. 106—107°). 

Verabreicht wurden 30g Amid (2 mal 2,5 g je Tag), das gut vertragen 
wurde. Nach Fallung mit Baryt und basischem Bleiacetat (2 g feste, briun- 
liche organische Substanz) wurde mit 25 °/,iger Kalilauge (7,5 cem) verseift 
und mit 2n-Schwefelsiiure angesiiuert. Der ausfallende Niederschlag wurde 
in Alkohol aufgenommen und der Destillation im Hochvakuum unterworfen. 
Dabei ging Benzoesiiure tiber, wihrend der Destillationsriickstand Zer- 
setzung erlitt. 


4. Laurinsaure-anilid. 2 Kaninchen erhielten insgesamt 65 g (Schmelz- 
punkt 76°, Lit. 76,5°), und zwar tiglich 2mal 2—2,5g pro Kopf. Die Sub- 
stanz wurde gut vertragen. Aus dem stark eingeengten Harn fielen beim 
Ansiiuern mit 2n-Schwefelsiiure 5 g eines festen Produkts an, die sich 
nach Reinigung durch Schmelzpunkt und Mischprobe als Benzoesiure 
erwiesen. Daneben waren nur sehr geringe Mengen anderer saurer Be- 
standteile nachweisbar. 


5. Laurinsaure-N-methylanilid. — Darstellung. 50g Laurin- 
siure-chlorid (Siedep. 173° bei 8 mm) wurden zu 25g N-Methyl- 
anilin in 100 cem Pyridin-Benzol 1:1 gegeben. Das Reaktionsgemisch 
erwirmte sich und wurde nach einigem Stehen noch 3 Stunden auf dem 
Wasserbad erwiirmt; iiber Nacht blieb es bei Zimmertemperatur sich selbst 
iberlassen. Es wurde dann vom Ausgefallenen abfiltriert und das Filtrat 


’) Diese Z. 246, 124 (1987). 
*) Ber. chem. Ges. 15, 1728 (1882). 
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im Vakuum vom Benzol und der Hauptmenge des Pyridins befreit. Pp, 
élige Riickstand wurde in 2n-Salzsiure gelést, mit Chloroform ays. 
geschiittelt, die Chloroformlésung iiber CaCl, getrocknet, abgedampft uyj 
im Vakuum destilliert: 54g vom Siedep. 150—160° bei 0,2 mm. Nochmalige 
Fraktionierung ergab 46 g schwach gelbstichiges Ol vom Siedep. 151° he; 
0,lmm. ni%* = 1,4969. Dichte bei 4° = 0,937. Die Substanz ist leich 
léslich in Alkohol, Ather, Aceton, Benzol, unléslich in Wasser. 


3,021, 3,065 mg Subst.: 8,725, 8,88 mg CO,, 2,895, 2,99 mg H,0, — 
4,262 mg Subst.: 0,209 cem N, (24°, 751 mm). 


C,oH,,ON (289,3) Ber. C 78,82 H 10,80 N 5,53 
Gef. ,, 79,01, 78,76 ,, 10,91, 10,72 ,, 5,57, 5,37, 


Fiitterung. Gefiittert wurden an 2 Kaninchen gleichzeitig tiglich 
je 2mal 2—2,5g, zusammen 40g. Nach dem Ansiuern des Harnes nit 
2n-HCl fielen 15 g feste Substanz aus, die sich nach dem Umkrystallisieren 
aus heiBem Wasser mit Tierkohle durch Schmelzpunkt und Mischschmelz. 
punkt als Benzoesiure erwies. Der saure Atherextrakt (14 ¢ Rohdl) lieferte 
bei der Vakuumdestillation in der Hauptsache Benzoesiure, daneben wenig 
gelbliches Ol und viel Riickstand, die beide nicht weiter identifiziert wurden, 


6. Caprinyl-alanin. 
H,C-CH,-CH,-CH,-CH,-—CH,-CH,-CH,—CH,-CO-N H-CH(CH,)-COOH 

Die Wahl dieser Verbindung erfolgte mit Riicksicht auf die Erf: “ae 
von K. Bernhard’), daB Hexahydro-benzoyl-alanin vom Hund zu 82°), 
veriindert ausgeschieden wird, die Amidbildung also schwer spaltbar St 

Darstellung. 25¢ Caprinsdure wurden mit 20 g SOCI, 2 Stunden 
auf 60°, und 80 Minuten auf 100° erhitzt. Das Siurechlorid destillierte im 
Vakuum bei 110—115°/15mm. Zu einer Liésung von 20g d,l-Alanin 
in 200cem 2n-NaOH wurde das Siurechlorid unter Schiitteln gegeben. 
Nach einiger Zeit erstarrte das Reaktionsgemisch ploétzlich. Es wurde iiber 
Nacht stehen gelassen, mit verdiinntem HCl angesiuert, abgesaugt und aus 
Eisessig und Wasser umkrystallisiert. Nach 2maligem Umkrystallisieren 
schmolzen die gliinzenden Blittchen bei 96° (k. Th.). 


3,775 mg Subst.: 8,89 mg CO,, 3,45 mg H,O. 
C,,H,,0,;N (243,2 Ber. C 64,13 H 10,38 Gef. C 64,23 H 10,22. 


Der p-Brom-phenacylester schmolz nach 2 maligem Umkrystalli- 
sieren aus Methanol bei 125,5° (k. Th., feine Nadeln). 


3,760 mg Subst.: 7,93 mg CO,, 2,33mg H,O. — 4,077 mg Subst: 
1,705 mg AgBr. 
C,,H,,0,NBr (440.2) Ber. © 57,25 H6,88 Br 18,15 
Gef. ,, 57,52 ,, 6,938  ,, 17,80. 


Fiitterung. 2 Kaninchen erhielten tiglich 2mal je 1—2,5g free & 
Sdure in w&Briger Suspension, im ganzen 21g. Versuchsdauer 3 Tage & 
Harnmenge 2750 ccm. Die Tiere waren munter und lebhaft wie sonst. 

Aus dem Harn wurde nur Benzoesiiure isoliert, daneben durch Ather: 
extraktion noch etwas Ol, welches sich weder destillieren noch durch 


*) Diese Z. 248, 256 (1937). 
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Behandeln mit Tierkohle oder Auskochen mit Wasser in krystallisierte 
Produkte tiberfiihren lieB. 


7. A-o,6-Hexensaure-amid (I). — a) Darstellung, 4-a,f-n-Hexen- 
siure aus n-Butyraldehyd, Malonsiiure und Pyridin-Piperidin als Kataly- 
sator nach A. L. Goldberg und R. P. Linstead’). Aus Alkohol und 
Wasser Platten vom Schmelzp. 32° (k. Th.). 

A-o,8-n-Hexensiure-amid nach R.A. Letsch und R. P. Lin- 
stead’). Aus Benzol glinzende Blittchen, Schmelzp. 122° (k. Th.). 

Fiitterung. 2 Kaninchen erhielten tiglich 2 mal je 0,5—1,5 g, ins- 
cesamt 20g Siureamid in wiBriger Aufschlimmung. Versuchsdauer 4 Tage. 
Bei den Gaben von 1,5 g stellten sich Lihmungen ein, die sich bis zur 
BewuBlosigkeit steigerten. Die Tiere fraBen schlecht und magerten ab. 
Harnmenge 900 cem. Aus dem Harn wurde nur Benzoesiiure isoliert. 


8. 4-6,y-Hexensaure-amid (II). — Darstellung. 4-§,y-n-Hexen- 
siure aus n-Butyraldehyd, Malonsiure und Triithanolamin als Katalysator 
nach St. E. Boxer und R. P. Linstead‘). Siedep. 106—108°/14 mm, 
n?”? = 1,4363, 

A-$,y-n-Hexensiiure-amid nach R.A. Letsch und K.P. Lin- 
stead’). Schmelzp. 88—88,5° (k. Th.). 

Fiitterung. 2 Kaninchen erhielten in tiglichen Dosen von 2 mal 
je 0,5—1,0 g Siureamid in wiBriger Aufschlimmung, insgesamt 16,0 g. 
Die Substanz wurde leidlich gut vertragen. Versuchsdauer 4 Tage. Harn- 
menge 1800 ccm. 

Aus dem Harn wurden nur 9g rohe bzw. 6g gereinigte Benzoesiure 
isoliert (identifiziert durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt). 


9. Octadien-3,5-saure-amid (III). — Darstellung. Octatrien- 
2,4,6-siure wurde aus Sorbinaldehyd, Malonsiure und Pyridin dargestellt**). 

Octadien-38,5-siure. Die Reduktion der Triensiure mit Natrium- 
amalgam nach R. Kuhn und M. Hoffer**) verlief von Fall zu Fall ganz 
verschieden. Mehrmals wurde iiberhaupt kein einheitliches, konstant sieden- 
des Produkt erhalten; dementsprechend schlecht waren die Ergebnisse bei 
der anschlieBenden Umsetzung zu dem Siure-amid. Jedoch wurde bei 
einem Ansatz aus 40g Triensiiure 30 g Diensiure gewonnen, die sofort den 
Siedep. 148—150°/15 mm und den richtigen Brechungsindex n??° = 1,4852 
zeigte. Offenbar ist der Reduktionsverlauf in empfindlicher Weise ab- 
hingig von der Giite des Natriumamalgams, von der Schnelligkeit, mit der 
dieses eingetragen wird, von dem py der Lésung. Am schlechtesten waren 
die Ergebnisse bei Einleiten von CO,, am besten, wenn von Zeit zu Zeit 
verdiinnte H,SO, hinzugegeben wurde, so da8 stets freie Triensiure vor- 
handen war. 

Octadien-3,5-siure-amid**). 80g Siiure wurden mit 30 g SOCI, 
in adtherischer Lésung 30 Minuten auf dem Dampfbad erhitzt, darauf 
der Ather verjagt und das Séurechlorid im Vakuum destilliert. Siede- 
punkt 90—92°/12 mm. 





°) Chem. Soc. London 1928, 2357. 
‘) Chem. Soe. London 1932, 443. 
*) Chem. Soc. London 1981, 748. 
**) Ber. chem. Ges. 63, 2164 (1980); 65, 172 (1932). 
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Durch Einleiten von NH, in die atherische Lésung des Sdurechlorids 
wurde das Siureamid dargestellt, das am besten aus Benzol umkrystallisiert 
wurde. Schmelzp. 126,5° (k. Th.). ” 



































Fiitterung. 2 Kaninchen erhielten in waBriger Suspension 14,52 [Rh 
Octadien-3, 5-siure-amid in tiglichen Mengen von 2mal je 0,5—1,0g. Ver. g 
suchsdauer 4 Tage; Harnmenge 2000 ccm. Bei Gaben von 1,0 g ab traten d 
Lihmungen auf, die sich nach den letzten 3 Fiitterungen bis zur Bewuft. HR) 
losigkeit steigerten. Da die Tiere schlecht fraBen, magerten sie ab. g 

Der Harn wurde wie iiblich aufgearbeitet. Es wurde nur Benzoe. i 
siiure isoliert; weder unverindertes Ausgangsmaterial noch Oxydations. i 


produkte desselben konnten gefunden werden. 


10. 6-Methyl-3-propyl-acrylsiure-amid (IV). — Darstellung. 
8-Methyl-8-oxy-capronsdure-ester nach G. A. R. Kon, E. Leton, 


R. P. Linstead und L. G. B. Parsons’). t 
65 g Zinkspine, 86 g Methyl-propylketon, 167 g Bromessigséiure-ithy]- tt 
ester wurden in 200 ccm trocknem Benzol auf dem Dampfbad bis zum rE 
Einsetzen der Reaktion erwirmt, deren stiirmischer Verlauf durch Kiihlen : 
gemiBigt wurde. Zum Schlu8 wurde noch 30 Minuten auf dem Dampf- —%* 
bad erwirmt, dann abgekiihlt, auf Eis gegossen und mit einem geringen 
UberschuB verdiinnter H,SO, zersetzt. Nach dem Waschen der Benzol- a} 
schicht mit Wasser wurde diese iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum rr 
destilliert. Siedep. 90—100°/12 mm. (Ausbeute 132 g). T 


Wasserabspaltung. 132 g Oxyester wurden mit 125 g Essigsiure- 
anhydrid und 2g Zinkchlorid 4 Stunden am RiickfluB gekocht. Danach 2 


wurde mit eiskalter Kalilauge neutralisiert, der Ester in Ather aufgenommen cl 
und iiber Na,SO, getrocknet. Nach dem Verdampfen des Athers wurde §& le 
der Riickstand im Vakuum destilliert. D 
1. Siedep. 683—72°/12mm .... ni = 1,4300 ? 
2. 5»  %2—78°9/12mm.... nj” = 1,4360 a 
Bei einem 2. Ansatz wurden folgende Konstanten erhalten: od 
f 
1. Siedep. 64—73°/12 mm .. . . n}8* = 1,4268 ig 
2 4 13—78912mm.... nis = 1,4851 ‘YN 
3. »  %8—82°912mm... . nls = 1,4872 ) 
Verseifung. 100g Ester wurden mit 650 ccm 2n 50°/, methano- ‘0 
lischer KOH 1 Stunde am Riickflu8 erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde 
zur Entfernung neutraler Substanzen mit Ather ausgeschiittelt, unter Eis- 
kiihlung mit 65 ccm konzentrierter H,SO, in 200 cem Wasser angesiiuert, q 
von den ausgeschiedenen Salzen abzentrifugiert, mit Ather ausgeschiittelt od 
und iiber Na,SO, getrocknet. Nach dem Verdampfen des getrockneten a 
Athers wurde im Vakuum destilliert. 
8 
1. Ansatz: Siedep. 110—117°/12 mm... . n3® = 1,4485 a 
a » 114—116°/12mm... . n2 = 1,4480 a 


Ausbeute aus beiden Ansitzen 123 g freie Sdure. 


*) Chem. Soc. London 1931, 1411. 
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Reinigung durch partielle Veresterung nach G.A.R. Kon 
ud R.S. Thakur’) sowie nach E.N. Eccott und R. P. Linstead"). 
123g Siure wurden mit 400 ccm absolutem Alkohol und 200 cem 1 n-alko- 
holischer Salzsiure versetzt und 7 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
elassen. Darauf wurde mit Soda schwach alkalisch gemacht, der Ester 
der A,y-ungesattigten Siure abgetrennt, vom Alkohol im Vakuum bei 50° 
Fhefreit, der restliche Ester mit Ather ausgeschiittelt, mit 2n-H,SO, an- 
gesiuert und die freie a, 8-ungesittigte Siure mit Ather ausgeschiittelt. Der 
iber Na,SO, getrocknete Ather wurde verdampft und der dlige Siure- 
riickstand im Vakuum destilliert. 


Siedep. 117—120°9/14 mm .... n?” = 1,4600 


Ausbeute 27 g. 

Nach einer zweiten partiellen Veresterung wurden schlieBlich 18 g 
'a,S-ungesattigte Sdiure erhalten vom Siedep. 119—121°/12 mm, n}*° = 1,4635 
Literaturwert fiir ganz reine Sdiure nj” = 1,46659, vgl. G. A. R. Kon, 
E.Leton, R. P. Linstead und L. G. B. Parsons}. 

, Aus dem Ester der (,y-ungesiittigten Siure wurden nach der Ver- 
‘seifung mit alkoholischer Kalilauge 82 g Siure zuriickgewonnen. 


§-Methyl-8-propyl-acrylsdéure-amid. R.P. Linstead und Mit- 
arbeiter *) geben an, daB das cis-trans-Isomerengemisch der §-Methyl-§-propyl- 
acrylsiure, das nur unterhalb + 10° fest ist, keine festen Derivate liefert. 
Trotzdem versuchten wir, das Siureamid darzustellen. 
, 18g Siure wurden mit 20g Thionylchlorid und 100 cem Ather 
2Stunden auf dem Dampfbad erhitzt, im Vakuum der Uberschu8 Thionyl- 
cchlorid entfernt und das Siéurechlorid (20 g = 97°/, Ausbeute) durch Ein- 


‘leiten von Ammoniak in die itherische Lisung zum Amid umgesetzt. 
Das ausgefallene Ammonchlorid wurde in wenig Wasser aufgenommen, der 


Ather abgetrennt und getrocknet. Nach dem Verdampfen des Liésungsmittels 


‘blieb ein stark riechendes Ol zuriick, das nach einigem Stehen in Kiilte- 
mischung erstarrte. Das Ganze wurde in wenig kaltem Benzol gelost, mit 
der 3 fachen Menge Petrolither (Siedep. 50°) versetzt und in Kiltemischung 
-gestellt. Der ausgefallene Niederschlag wurde abgesaugt, mit Petroldther 
- gewaschen und im Exsiceator iiber P,O; getrocknet. Schmelzp.42—43° (k. Th.). 
Nach zwei weiteren Umkrystallisationen lag der Schmelzpunkt bei 44° (k. Th.). 


3,930 mg Subst.: 9,52 mg CO,, 3,59 mg H,O. 


CH,ON (127,1 Ber. C 66,09 H 10,31 Gef. C 66,06 H 10,22. 


Fiitterung. Ein Kaninchen erhielt tiglich 2 mal je 0,5—1,5 g Amid 


in warmer waBriger Emulsion, im ganzen 10g. Nach jeder Fiitterung war 
das Tier gelihmt und mindestens 2 Stunden lang bewuBtlos, jedoch fraB es 


sein normales Quantum Futter. Versuchsdauer 5 Tage. Harnmenge 1200 ccm. 
Nach dem Ansiiuern des eingeengten Harnes fiel ein schmieriger Nieder- 
schlag an, der nach dem Abstreichen auf Ton und Trocknen im Trocken- 


‘Schrank bei 50° 1,8 g wog. Zur Reinigung wurde in verdiinntem Ammoniak 
'gelést, iiber Floridin XXF filtriert, im Vakuum eingeengt, angesiduert und 


een 





'*) Chem. Soe. London 1930, 2217. 
") Chem. Soc. London 1929, 2153. 
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nach dem Trocknen auf dem Wasserbad und dann im Exsiccator iiber PO, 
bei 210—213° (k. Th.) schmolz. Es wurde nochmals in verdiinntem Amp. 
niak gelést, mit Tierkohle eatfirbt und angesiiuert. Die so erhaltenc 
Krystalle schmolzen bei 213° (k. Th.). Weiteres Umkrystallisieren aus Wags, 
hatte zur Folge, daB das 2-Methyl-buten-(1,2)-1,4-dicarbonsiure. 
1-monoamid in farblosen, zum Teil an den Enden zugespitzten Stibche, 
vom Schmelzp. 213° (k. Th.) erhalten wurde (Ausbeute 13°/, d. Th,). 


3,775 mg Subst.: 7,39 mg CO,, 2,31mg H,O. — 3,184 mg Subst 
0,252 ccm N, (23°, 746 mm). — 4,588 mg Subst.: 2,93 cem n/100-NaOH. 


C,H,,0;N (157,1) Ber. Aquiv.-Gew. 157,1 © 53,50 H 7,07 N 389 
Gef. ” 156,9 ,, 58,39 ,, 685 ,, 896. 


11, p-Xylol. Gefiittert wurden 35 g an 2 Kaninchen zu tiglich 2 maj 
je 0,5—2,0 g in wiBriger Emulsion. Versuchsdauer 6 Tage. 

Der Harn wurde eingeengt, angesiuert. Der schmutzig-braue. 
schmierige Niederschlag wog nach dem Trocknen iiber P,O, bei 20 mm 11g 
und wurde mit Ather im Soxhlet extrahiert, wodurch 10 g p-Toluylsiure 
abgetrennt werden konnten. Nach dem Umkrystallisieren aus Eisessig und 
Wasser schmolz die erhaltene p-Toluylsiure bei 184° (k. Th.), 


3,76 mg Subst.: 9,715 mg CO,, 1,91mg H,O. — 4,550 mg Subst: 

3,32 eem n/100-NaOH. 
C,H,O, (136,1) Ber. C 70,53 H 5,9 
Gef. ,, 70,46 » 5,6 


12. 1,2,4,5-Tetramethyl-benzol (Durol). Zwei Kaninchen erhielten 
2 mal tiglich je 0,5—2,0 g Durol (Schmelzp. 79—80°) in waBriger Suspension, 
insgesamt 25 g. Die Tiere zeigten keinerlei Beschwerden. Versuchsdauer 
4 Tage. Harnmenge 1300 ccm. 

Nach dem Einengen des Harns war ungewoéhnlich viel Niederschlag 
vorhanden. Dieser wurde abgetrennt, mit verdiinnter Siiure angeschlimnt, 
zentrifugiert und auf Ton getrocknet. Durch Auskochen mit absolutem 
Alkohol und Umkrystallisieren aus Alkohol-Wasser wurden 6 g Dury! 
siure in Form von Nadelbiischeln mit dem Schmelzp. 148° (k. Th.) er 
halten. 

Der noch neutrale Harn wurde dann angesiuert, der auftretend 
Niederschlag auf Ton getrocknet, mit Alkohol ausgekocht und aus Alkohol- 
Wasser umkrystallisiert. Durch Sublimation bei 0,01 mm 80—105° Auben- 
temperatur wurden aus den 1,5 g Krystallpulv ergemisch noch 1 g Dury! 
siiure erhalten. Schmelzp. 148° (k. Th.) (Lit. 149%. 


3,990 mg Subst.: 10,63 mg CO,, 2,61 mg H,O. —- 4,727 mg Subst 
2,91 eem n/100-NaOH. 


C,oH,,0, (164,1) Ber. Aquiv.-Gew. 1641 C 78,18 4H 7,37 
Gef. ‘ 162,5 ,, 72,66 ,, 7,32. 


5 
8  Aquiv.-Gew. 137,0. 


Der p-Brom-phenacylester krystallisiert aus Alkohol in feinet, 
vertilzten Nadelchen. Schmelzp. 102° (k. Th.). 
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| kaltem Alkohol und Ather sehr schwer und in Lauge leicht léslich ist. 
' schmilzt nicht, sondern sublimiert oberhalb 250°. 


F Subst.: 
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8,67 mg CO,, 1,71 mg H,O. — 4,087 mg Subst.: 


3,940 mg Subst.: 


} 2,095 mg AgBr. 


Ber. 
Gef. 


C,sH,,0,;Br (361,1) C 59,82 H 4,71 


» 60,01 _,, 


Br 22,18 
4,85  ,, 21,76. 


Bei dem Weitersublimieren (160—180° auBen 0,01 mm) wurden 400 mg 
Dimethyl-terephthalsaure erhalten, die in kaltem Wasser nicht, in 
Sie 


3,930, 3,865 mg Subst.: 9,57, 9,37 mg CO,, 2,15, 2,06 mg H,O, 4,362 mg 
4,68 cem n/100-NaOH. 

CyoH,)O, (baw. C,)H,.0,, -H,9) 
Ber. Aquiv.-Gew. 97,05 (88,05) © 61,83 (68,47) 
Gef. 93,2 66,41, 66,12 


H 5,20 (4,61) 
» 6,12, 5,96. 


Die Analysenwerte deuten auf ein Gemisch der freien Siure C,,H,,0, 


» und einer um 1H,O-iirmeren Verbindung hin. Dies erinnert an Eigenschaften 
| der Terephthalsiiure. 
' daB die Terephthalsiure leicht in eine polymere Verbindung (C,H,0,-H,0), 
' iibergefiihrt werden kann. Derartige Angaben iiber die Dimethyl-terephthal- 


In der Literatur’’) findet sich nimlich die Angabe, 


siiure wurden nicht gefunden. Identifiziert wurde die aus dem Harn isolierte 


| Dicarbonsiiure durch Uberfiihrung mit Diazo-methan in den Dimethylester. 


Dimethyl-terephthalsiure-dimethylester. Schmelzp. 112° 


ik. Th., Lit. 114%. 
3,946 mg Subst.: 
C,,H,,O, (222,1) Ber. 


9,335 mg CO,, 2,23 mg H,0. 


C 64,83 H635 Gef. C 64,52 H 6,32. 


13. 4,5-Dimethyl-2-acetyl-salicylsaure. Das Priparat (von L. Bir- 
kofer) hatte den Schmelzp. 121° (k. Th.). Gefiittert wurden 35 g Dimethyl- 
acetyl-salicylsiure an 2 Kartinchen. Das erste Tier erhielt 17,5 g Substanz 
in 8'Tagen und wurde dann abgesetzt wegen heftiger Krampfanfiille. Das 
zweite Tier erhielt die restlichen 17,5 g in 4 Tagen und ertrug bis zu 6 g 
tiglich ohne merkliche Beschwerden. 


Beim Anséuern des eingeengten Harns mit 2 n-Schwefelsiure fiel ein 
schmieriger, schmutzig-brauner Niederschlag an, der positive FeCl,-Reak- 
tion zeigte. Nach !/, tigigem Aufbewahren im Vakuumexsiccator iiber Phos- 
phorpentoxyd wurde er mit absolutem Alkohol ausgekocht. Nach dem Ein- 
engen auf 100 ccm und Anspritzen mit Wasser fielen schlieBlich nach 
‘ingerem Stehen im Eisschrank 10g 4,5-Dimethyl-salicylsdure als 
korniger Niederschlag aus. Schmelzp. 203° (k. Th.). Der Mischschmelzpunkt 
mit einem Vergleichspriparat zeigte keine Depression. Aus der Mutterlauge 
wurde noch 1 g Sdure erhalten. Der beim Auskochen mit Alkohol nicht 
lésliche Teil wurde in 2n-Soda geldst, angesiuert und mit Ather aus- 
geschiittelt, wobei noch weitere 2 g Siure erhalten wurden. 


2, J. E. Bucher, J. Amer. Chem. Soc. 30, 1268 (1909); J. E. Bucher 


u. W.C. Slade, J. Anes. Chem. Soe. 31, 1321 (1910). 















Richard Kuhn und Irmentraut Léw, 


192 





Eine Probe der aus Harn gewonnenen Siure wurde mit Essigsiuye. 
anhydrid und Natriumacetat acetyliert. Der Acetylkérper schmolz wie dg 
verfiitterte Priiparat bei 121° (k. Th.). 


14, 2,5-Dimethyl-furan. Gefiittert wurden an 2 Kaninchen tiglic) 
2 mal je 0,5—1, 0g Substanz, Siedep. 85—90°/760 mm; n}75° = 1,4420, jp 
waBriger Emulsion zusammen 20g. Ein Tier ging nach 2 Tagen ein; eg 
zeigte “eich, daB die Leber starke Schidigungen aufwies. 

Der aif 200 ecm eingeengte Harn wurde nach dem Ansiuern pit 
verdiinnter Salzsiiure 5 mal mit je 500 ccm Ather je 24 Stunden lang extra. 
hiert. Nach dem Verdampfen des getrockneten Atherauszuges blieben llg 
ziihes Rohél zuriick, aus dem sich durch Sublimation im Vakuum eine {lige 
Fraktion, die bei 80—100°/0,08 mm iiberging, abtrennen lieB. Nach dem 
Behandeln mit wiBriger Satitanbinbeuntitaens konnte die Substanz beim 
Ansiuern krystallisiert erhalten werden. Der Schmelzpunkt der so erhaltenen 
5g 5-Methyl-brenzschleimsiure lag nach dem Umkrystallisieren aug 
Wasser und anschlieBender Vakuumsublimation bei 108—109° (k. Th.). Der 
Mischschmelzpunkt mit einem Vergleichspriiparat zeigte keine Depression, 


3,996, 4,075 mg Subst.: 8,383, 8,555 mg CO,, 1,78, 1,77 mg H,0. — 
6,360 mg Subst.: 5,0 cem NaOQH-n/100. 


C,H,O, (126,1) Ber. Aquiv.-Gew. 126,1 © 57,12 H 4,80 
Gef. ™ 127,1 ,, 57,28, 57,25 ,, 4,98, 4,87. 


Ausbeute an Monocarbonsiiure 19°, aus dem restlichen Rohél konnte 
keine Dicarbonsiure isoliert werden. 


15. 5-Methyl-furfurol. Der Aldehyd wurde aus Rohrzucker dargestellt 
nach R. Kuhn und F. und L. Kohler. Siedep. 71—72°/8mm, n!8° = 1,524), 
Ausbeute aus 400 g Rohrzucker : 24 g Aldehyd (20°/,). 

Gefiittert wurden 20g 5-Methyl-furfurol in waBriger Emulsion an 
2 Kaninchen, 2 mal tiglich je 0,5—0,8 g. In diesen Mengen vertrugen die 
Tiere die Substanz verhiltnismiBig gut. Versuchsdauer 8 Tage. 

Der Harn wurde auf 150 ccm eingeengt und nach dem Ansiiuern 
mehrere Male mit viel Ather ausgeschiittelt. Durch wiederholtes fraktioniertes 
Destillieren des Rohéls im Vakuum und Umkrystallisieren des schlieBlich 
erhaltenen Krystallgemisches aus Wasser konnte eine weitgehende Trennung 
der 5-Methyl-brenzschleimsiure von Benzoesiure erzielt werden. Der 
zwischen 60 und 90°/0,1 mm iibergehende Anteil des Rohéls (5 g) lief sich 
n 2,2 g Benzoesiiure mit wenig Methyl-brenzschleimsiure und 2,3 g Methyl 
brenzschleimsdéure, mit wenig Benzoesiure verunreinigt, zerlegen. Nach 
Abtrennen der ersten Fraktion bestanden die restlichen 10 g des Rohils 
aus unreiner Benzoesidure (identifiziert durch Mischschmelzpunkt). Die Haupt- 
menge (8,5 g) war rohe Methyl-brenzschleimsiure, die schlieBlich durch 
Behandeln mit Tierkohle und Wasser in derben rhombischen Krystallen 
vom Schmelzp. 110° (k. Th.) erhalten wurde und deren Mischschmelzpunkt 
keine Depression zeigte. 


3,980, 4,035 mg Subst.: 8,295, 8,40 mg CO,, 1,755, 1,72 mg H,0. 


C,H,O, (126,1) Ber. C 57,12 H 4,80 
Gef. ,, 56,84, 56,77 ,, 4,98, 4,77. 


Ausbeute 10,8 g 5-Methyl-brenzschleimsdure. 
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In einem zweiten Fiitterungsversuch mit 15,5 g Aldehyd wurde das 
durch Ausschiitteln des sauren Harns mit Ather erhaltene Rohél der Wasser- 
dampfdestillation unterworfen, um die Benzoesiure abzutrennen. Es wurden 
48 g noch mit Benzoesiure verunreinigte Methyl-brenzschleimsiure erhalten. 


16. 5-Methyl-brenzschleimsaure. Die 5-Methyl-brenzschleim- 


‘siure wurde aus 5-Methyl-furfurol durch Oxydation mit Silbernitrat in 


Natronlauge *) dargestellt. Aus 25g Aldehyd wurden 23 g Siiure vom Schmelz- 
punkt 110° (k. Th.) erhalten. 

Gefiittert wurden 18 g, an 2 Kaninchen tiiglich 2 mal je 2g. Ein 
Tier ging nach 2 Tagen ein. 

Der Harn wurde nach dem Einengen und Ansiiuern mit Ather wieder- 
holt ausgeschiittelt. Nach dem Verjagen des getrockneten Athers blieb ein 
Rohdl zuriick, aus dem beim Stehen im Eisschrank 3,5 g Krystallbrei an- 
felen. Dieser wurde abgetrennt und das restliche Ol der Wasserdampf- 
destillation unterworfen. Es blieben 9,5 g ziihes, zum Teil erstarrendes Ol 
mrick, aus dem 6 g Methyl-brenzschleimsiure durch Sublimation im 
Vakuum bei 90—100°/0,2 mm (Temperatur auBen) abgetrennt wurden. Durch 
abwechselndes Umkrystallisieren aus Wasser und Sublimieren im Vakuum 
wurde beide Teile der Methyl-brenzschleimsiure schlieBlich analysenrein 
erhalten. 


4,073 mg Subst.: 8,53 mg CO,, 1,82 mg H,O. 


(,H,O, (126,1) Ber. © 57,12 H 4,80 Gef. © 57,05 H 5,00. 


Ausbeute 9,5 g 5-Methyl-brenzschleimsiure. 











Quantitative Bestimmung von Histidin im Harn 
Von 


Fr. Niendorf 
Mit 1 Figur im Text 










(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Greifswald) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. April 1939) 






Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber die Ausscheidung 
von Aminosiuren bei verschiedenen Zustanden ergab sich das Be. 
diirfnis nach einer Methode zur genauen Bestimmung kleiner 
Mengen von Histidin im Harn. 

Die von Kapeller-Adler angegebene Methode?) ist ver. 
haltnismaBig umstindlich und bei kleinen Histidinmengen nicht 
genau: abgemessene Mengen von Harn (z. B. 100 ccm) werden z- 
nachst mit Baryt von Phosphaten usw. und mit Schwefelsiure 
vom BariumiiberschuB befreit, eingeengt und mit Quecksilbersulfat- 
Schwefelsiure unter Zusatz von Alkohol und Ather gefiillt. Die 
Quecksilberfaillung, die das Histidin enthalt, wird in Salzsiiure 
gelést, mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat von Queck- 
silbersulfid wird eingeengt, neutralisiert, zur Trockne eingedamptt 
und der Riickstand wird in 10°/,iger Schwefelsiure aufgenommen 
und auf 10 ccm aufgefiillt. In dieser Lésung wird die Knoop sche 
Bromreaktion”) ausgefiihrt, die von Kapeller-Adler’) so ab- 
geindert wurde, daB sie zur colorimetrischen und photometrischen 
Bestimmung benutzt werden kann. Mit diesem Verfahren sini 
zahlreiche Untersuchungen von Kapeller-Adler selbst und 
anderen ausgefiithrt worden. Die Literatur hieriiber findet sich 
bei Kapeller-Adler‘) sowie bei Tschopp und Tschopp’. 
Die letzteren wenden bei ihren Versuchen die friiher von Kapeller- 
Adler®) fiir klinische qualitative Untersuchungen angegebene eit- 
fache Probe zum Nachweis von Histidin an: im nativen Hart 
wird unmittelbar die Bromreaktion ausgefiihrt. 

Im wesentlichen ergab sich bei all diesen Untersuchunget, 
daB gréBere Mengen von Histidin vor allem bei graviden Frauen 
ausgeschieden werden. Es zeigte sich weiter aber, daB — i 
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Gegensatz zu der zunichst von Kapeller-Adler vertretenen 
‘Meinung — auch bei verschiedenen anderen Zustiinden, so bei 
Lebererkrankungen, bei innersekretorischen und bei psychischen 
‘Stirungen [vgl. %) und °)], vor allem aber sehr hiufig bei Allergien 
'yerschiedener Art [vgl. °)], schlieBlich auch gelegentlich bei klinisch 
F gesunden Personen Histidin im Harn nachzuweisen war. Dazu 
-passen alte Befunde: Engeland’) trennte priaparativ Histidin aus 
| groBeren Mengen normalen Harns ab, Reinwein und Thiel- 
‘mann®) isolierten die Verbindung bei pernicidser Aniimie aus 
‘dem Harn, Sendju%) und Komori?") aus Diazoharn. 


Zur quantitativen Bestimmung eignet sich natiirlich nicht 


‘die von Tschopp und Tschopp angewandte vereinfachte Probe. 
‘Sie ist verhaltnismaBig unempfindlich: in Zusatzversuchen fand 
‘ich, daB Mengen unter 30 mg in 100 ccm nicht mehr nach- 
‘mweisen sind, bei 32 mg war der Ausfall der Probe fraglich, von 
36mg an wurden die Proben sicher positiv. 
‘wurden hierbei wie bei Tschopp und Tschopp 5 ccm Harn 
verwendet. 


Zur Hinzelprobe 


Bei dem Vorgehen nach Kapeller-Adler entstehen wihrend 


‘der Aufarbeitung erhebliche und in ihrer GréBe wechselnde Ver- 
' luste. In einem Harn, der 101,7 mg Histidin in 100 ccm enthielt, 
wurden z.B, nach diesem Verfahren schlieBlich nur 74 mg ge- 
funden. Bei anderen Versuchen waren die Verluste noch gréBer. 
| Kleinere Mengen — etwa 10—15 mg in 100 com — waren iiber- 
haupt nicht mehr nachzuweisen. 


Der Hauptverlust tritt nach 
der Zersetzung der Quecksilberfallung beim EKindampfen und beim 
Aufnehmen des Riickstandes mit 10°/,iger Schwefelsiiure auf, 


| wihrend die Verluste bei den vorhergehenden Umsetzungen bei 
_Yorsichtigem Arbeiten gering sind. 
' Kapeller-Adlerschen Verfahrens durchgefiihrten Aufarbeitungen 
| bestimmte ich das Histidin nach der Phosphatfallung, nach der 
| Zersetzung der Quecksilberfillung sowie nach dem Einengen und 
} nach dem Aufnehmen mit 10°/,iger Schwefelsiure.) 


(Bei den zur Priifung des 


Bei Versuchen, den nativen, histidinhaltigen Harn zu entfirben, 


zeigte sich, daB beim Schiitteln mit Tierkohle das Histidin unter 
_ Umstiinden vollstindig verschwindet. Aus der Tierkohle lieB es 
sich wenigstens zum Teil mit verdiinnter Essigsiiure wieder aus- 
_ Waschen. 


Das liBt sich verwenden, um Histidin von stiérenden 


_ Harnbestandteilen — vor allem von Harnfarbstoffen und von Phos- 
- phaten, die bei Ausfiihrung der Farbreaktion ausfallen kénnen —, 
- abzutrennen, 


Es gelingt leicht, Histidin an geniigende Mengen 
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Tierkohle beim Ausschiitteln quantitativ zu adsorbieren. Alle. 
dings war es zunichst langere Zeit nicht médglich, das adsorhiert. 
Histidin ohne Verlust wieder mit Essigsiure auszuwaschen. W;, 
sich zeigte, liegt das daran, da ein Teil des Histidins an de 
Tierkohle zerstért wird. In weiteren Versuchen fand ich, dai 
diese katalytische Wirkung der Tierkohle sich praktisch vollkomme, 
aufheben la4Bt, wenn man die Kohle zuniichst lingere Zeit j) 
wiBriger Lisung mit Schwefelwasserstoff behandelt. Die so jp. 
aktivierte Tierkohle nimmt beim Ausschitteln das Histidin prak. 
tisch quantitativ aus dem Harn auf; die Aminosiure liBt sic} 
mit verdiinnter Essigsiure sehr leicht ohne nachweisbaren Verlust 
wieder auswaschen. Die so schlieBlich gewonnene essigsaure, 
histidinhaltige Lésung ist nahezu farblos. Triibungen (kolloidala 
Schwefel aus der inaktivierten Tierkohle) lassen sich bei Ver. 
wendung von diinnen Kieselgurfiltern zuriickhalten. 

Die Farbreaktion nach Knoop und die photometrische Be. 
stimmung nach Kapeller-Adler geben bei richtiger Ausfiihrun 
in reinen, wiBrigen Histidinlésungen ebenso wie in den aus der 
Tierkohle erhaltenen essigsauren Lésungen durchaus zuverlissige 
Werte. Hervorgehoben sei an dieser Stelle noch einmal, daB die 
Bromreaktion nach allem bisher bekannten spezifisch fiir Histidin 
ist. Bei Mengen von 10—60 mg Histidin in 100 ccm der wf 
Bestimmung schlieBlich verwendeten Lésungen erhalt man Werte & 
die dem Lambert-Beerschen Gesetz folgen. 

Ungenauigkeiten kénnen vor allem bei der Bromierung ett: 
stehen. In der reinen wiBrigen Histidinlésung erhilt man leicht § 
zu niedrige Werte, wenn zuviel Brom zugesetzt wird. Diese Febler- 
quelle, auf die schon von friiheren Untersuchern hingewiese 
wurde, spielt bei der Bestimmung in den essigsauren Eluaten des 
vorher an Tierkohle adsorbierten Harn-Histidins keine grobe 
Rolle: es sind hier neben Histidin Stoffe vorhanden, die sich mit ¥ 
Brom in erheblichem Umfang umsetzen. Hier besteht vor allen — 
die Gefahr, daB man zu wenig Brom zusetzt. Deshalb muB mat 
sich an die unten angegebene Vorschrift im einzelnen méglichs! 
genau halten. Zu niedrige Werte erhalt man weiter leicht, went 
man die histidinhaltigen Lésungen zur Trockne einengt, wie da‘ 
z. B. Kapeller-Adler vorschreibt. Selbstverstandlich mu mai 
beim Auswaschen des Histidins aus der Tierkohle darauf achter, 
daB gleichmaBig und ausreichend durchwaschen wird. Dazu ge 
niigten bei den von mir bestimmten Mengen stets 3 Portionel 
verdiinnter Essigsiiure zu je etwa 25 ccm. Harn, der mehr al 
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60 mg Histidin in 100 ccm enthilt, muB natiirlich entsprechend 
verdimnt werden; unter Umstiinden kann man aber auch statt 5 
oder 10ccm Harn eine geringere Menge mit Tierkohle ausschiitteln. 
Bei Verwendung von 2 ccm des nativen Harns wird die Bestim- 
mung aus verstindlichen Griinden ungenau. Bei Harn, der weniger 
als 10 mg Histidin in 100 ccm enthilt, kann man gréBere Mengen 


mit entsprechend mehr Tierkohle behandeln. Auch bei einem 
Gehalt von 4—5 mg Histidin in 100 ccm Harn geniigen 20 ccm 
zur Kinzelbestimmung, beim Harn des erwachsenen normalen 
Menschen 5 oder 10 ccm. 


Uber eine Reihe bereits durchgefiihrter Untersuchungen wird 
in der nichsten Zeit berichtet. Hier méchte ich nur erwihnen, 
daB ich bei bisher etwa 20 gesunden Personen verschiedenen 
Lebensalters und Geschlechts ausnahmslos Histidin im Harn mit 
dem unten beschriebenen Verfahren nachweisen konnte. Bei Er- 
wachsenen fanden sich zwischen 100 und 200 mg Histidin in der 
Tagesmenge, bei Kindern weniger, bis herunter zu 40 mg. Dab 
dies von den bisherigen Untersuchern nicht festgestellt wurde, 
liegt an der Unempfindlichkeit des oben erwahnten Nachweis- 
verfahrens und an den Verlusten an Histidin, die bei der Auf- 
arbeitung nach Kapeller-Adler entstehen. Wahrscheinlich 
miiBten bei einer Tagesharnmenge von etwa 1000 ccm mindestens 
etwa 300mg Histidin vorhanden sein, damit bei der Aufarbeitung nach 
Kapeller-Adler gerade noch nachweisbare Mengen erfaBt werden. 


Bei dem im folgenden beschriebenen Verfahren lassen sich 
noch 5 mg Histidin in 100 ccm, bei geringer Abinderung noch 
kleinere Mengen genau bestimmen. Die Bestimmung 1iBt sich 
verhiltnismiBig einfach ausfiihren. Das Verfahren hat den be- 
sonderen Vorteil, daB sich die Kinzelbestimmung in 11/, Stunden, 
4 Bestimmungen nebeneinander in etwa 21/, Stunden bequem 
ausfiihren lassen. 


Erforderliche Reagentien. 1. Tierkohle (als besonders geeignet 
erwies sich Knochenkohle, gepulvert pro Analyse Schering; Pflanzenkohle, 
Zuckerkohle, Kaolin und Aluminiumhydroxyd sind zur Adsorption von 
Histidin unbrauchbar). Etwa 50 g werden in Wasser '/, Stunde unter Durch- 
‘citung mit Schwefelwasserstoff behandelt und bleiben 3—4 Tage unter 
Schwefelwasserstoff stehen. Die Tierkohle wird dann abgesaugt, einmal mit 
verdiinnter Essigsiiure und bis zum Verschwinden des Schwefelwasserstoff- 
geruchs mit destilliertem Wasser gewaschen. Die so erhaltene inaktivierte 
Tierkohle kann imVakuum getrocknet werden. Sie bleibt lange Zeit brauchbar. 

, 2. Essigsiiure. 30 ccm Eisessiz (99—100°/,) auf 250 cem mit Wasser 
verdiinnt, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 259 14 
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3. Bromreagens. 1°/, Brom in 33 °/,iger Essigséure. 
4, Ammoniak-Ammoniumcearbonatgemisch. 2 Teile konzentrierter Ammo. 
niak + 1 Teil gesittigter Ammoniumcarbonatlésung. 

5. KJ-Stirkepapier. (Reagens 3—5 nach Kapeller-Adler vel. oben), 


Verfahren. Etwa 5g feuchte bzw. 0,5 g trockne inaktivierte ‘Tie; 
kohle in Steilbrust-Schlifflasche mit 5 cem oder 10 cem Harn 10 Minute) 
geschiittelt, dann durch ein Kieselgurfilter abgesaugt. Ein kleiner Teil der 
Tierkohle bleibt dabei in der Steilbrustflasche zuriick. Dieser wird zuniichs: 
nicht hiniibergespiilt. Auch die Tierkohle aut der Nutsche wird nicht ge- 
waschen. Die Nutsche wird auf einen Filtrierapparat tiber eine Abdampi 
schale von 100 cem Inhalt gebracht. In die Steilbrustflasche gibt man etwa 
25 eem der verdiinnten Essigsiiure, schwenkt vorsichtig aus, bringt den Inhalt 
auf die Nutsche und liB8t die Fliissigkeit sehr langsam durchsaugen. Das 
wird mit je 25ccm der Essigsiiure noch 2 mal wiederholt. Hierbei wird 
alles Histidin von der Essigsiiure aufgenommen. Die essigsaure Lisung 
wird auf dem Wasserbad unter einem guten Ventilator auf 3—4 cem (nicht 
bis zur Trockne!) eingeengt. Die fast farblose Lésung wird in eine aut 
0,1 ccm unterteilte MeBeprouvette iibergespiilt mit etwa insgesamt 3—4 ccm 
Spiilflissigkeit. Jetzt wird Bromeisessig unter stindigem vorsichtigen 
Schiitteln zugegeben, bis ein sicherer BromiiberschuB beim Tiipfeln au! 
KJ-Stirkepapier nachweisbar ist. Beim ersten Zusatz muB man fiir je 5 cew 
des urspriinglichen Harns etwa 1 ccm Bromeisessig sofort zugeben. In den 
ersten Minuten verschwindet der Bromiiberschu8 sehr rasch. Man mut 
daher bis etwa zur 5. oder 6. Minute ungefihr alle 30 Sekunden tiipfeln 
und, sowie keine Blaufirbung mehr auftritt, erneut Brom zugeben — 21: 
nichst ruhig jeweils 6—8 Tropfen. SchlieBlich bleibt die Blaufirbung linger 
bestehen. Es geniigt dann, in Abstinden von etwa 1 Minute zu tiipfeln 
und nach Verschwinden der Blaufirbung jeweils 3—4 Tropfen Bromeis- 
essig zuzusetzen. Nach 10 Minuten ist die Bromierung beendet. Es so! 
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dann ein geringer Bromiiberschu8 vorhanden sein. Jetzt werden 2 cem Ammo: 
niak-Ammoniumearbonatgemisch zugesetzt. Die Probe wird 11/, Minutev 
in kochendes Wasser gestellt (Violettfirbung), dann rasch gekiihlt (Ver 
stirkung der Fiarbung) und nach dem Erkalten bis zur Marke 15, bei sehr 
intensiver Firbung unter Umstiinden bis zur Marke 30 mit Ammoniak- 
Ammoniumearbonatgemisch aufgefiillt. In sehr seltenen Fiillen tritt au: 
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unbekannten Griinden statt der Rotviolett-Firbung eine ausgesprochene 
Blaufiirbung auf. Derartige Proben diirfen, wie schon friihere Untersucher 
feststellten, nicht zur Bestimmung verwendet werden. Die photometrische 
Messung erfolgte bei uns im Pulfrich-Photometer unter Verwendung 
des Filters S 50 und einer Kiivette von 4,98 mm Schichtdicke. Auswertung 
an Hand der Eichkurve (Extinktionskurve vgl. Figur). 


In Tab. 1 sind die Ergebnisse einiger Bestimmungen in reiner wibriger 
Histidinlésung zusammengestellt. 


Tabelle 1 





Histidinbestimmung in wiibriger Lésun 
= ies 8 8 











zugesetzt gefunden 
mg Histidin in 100 cc mg Histidin in 100 ecm 
20,0 18,2 
30,0 | 29,4 
| 31,0 
40,0 | 41,0 
| 40,0 


Hinsichtlich der Genauigkeit des Verfahrens bei Bestimmungen 
im Harn wird auf Tab. 2 hingewiesen. Es handelt sich dabei um 
Bestimmungen in normalem Menschenharn, dem bekannte Mengen 
von Histidin zugesetzt waren. Nr. 2—6 wurden als verdeckte 
Analysen ausgefihrt. 











Tabelle 2 
Histidinbestimmung im Harn 
Urin- 
\r. | menge | Leerwert ae Gesamt- Ge- 8 Analysen Fehler 
eem gesetzt | menge | funden " 
56,0 
1} 100 14,0 42,3 56,3 56,0 | 56,0 — 0,5 
56,0 
44,0 
21 100 8,0 87,37 45,37 45,0 46,0 | — 0,8 
45,0 
64,4 
100 18,0 43,8 61,8 62,0 | 60,0 + 0,3 
62,0 
123,2 
4} 100 18,0 101,0 119,0 125,8 127,4 | +5,7 
125,0 
68,0 
a) 100 19,4 48,8 68,2 68,4 66,8 + 0,3 
70,4 
6} 100 i838 | 1011 | 1194 | 115,3 oe oe 
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Zur Durchfiihrung der Arbeit standen Mittel der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft zur Verfiigung. 
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Enzymatische Versuche an Sarkomen 
und chlorophylidefekten Gersten-Mutanten 


Von 
H. vy. Euler, H. Hellstrém, G. Giinther, L. Elliot und S. Elliot 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Mai 1939) 


Wie in einem Vortrag iiber biochemische Krebsprobleme!) 
hervorgehoben wurde, bestehen gewisse Analogien zwischen Muta- 
tionen, welche in tierischen Geweben zur Entstehung von ‘Tumoren 
AnlaB geben und solchen, welche an Pflanzen, z. B. Gerste, spontan 
auftreten oder durch Réntgenstrahlen hervorgerufen werden. Wir 
haben deswegen unsere enzymatischen Studien an chlorophyll- 
defekten Gersten-Mutanten?) wieder aufgenommen, und zwar teils 
sinsiohiliels der Umaminierung und der Dehydrierung asymme- 
trischer Substrate, teils hinsichtlich des Oxydationssystems Succino- 
dehydrase—Cytochrom—Cytochromoxydase. 

Als Material verwenden wir einerseits Jensen-Sarkome (durch 
Transplantation an Ratten erzeugt) und andererseits die griinen 
baw. weiBen Coleoptile und Primordialblitter einer Gerstensippe, 
deren Heterozygot in Svaléf — wir verdanken das Material Herrn 
Prof. Dr. H. Nilsson-Ehle — die Bezeichnung Albina 7 er- 
halten hat*) sowie die friiher von Euler und Weichert*) unter- 
suchten Réntgenmutanten. 

a [Eeaiteesol Kritzmann‘); vgl. hierzu 
Kuler, Giinther und Forsman'), sowie Euler, Hellstrém 
und Giinther®y) Wir verwenden 1(+-)- und d(—)-Glutaminsiure 
uls NH,-Donatoren, und Oxalessigsiiure als Acceptor. 


Colorimetrische Methode der Oxalessigsiure-Bestimmung 
nach Straub’). 
Der Grad der nach 120 Minuten (30°) eingetretenen Umaminierung 
geht aus der Menge der nach der Versuchszeit noch vorhandenen Oxal- 
essigsiure (Ausgangswert + +++) hervor. 


) Dtsch. med. Wschr. (D. m. W.) 64, 1712 (1938). 
*) Euler, Hereditas (Schwd.) 18, 61 (1929); Euler, Forssberg, 
‘unehjelm u. Hellstrom, Z. ind. Abstamm. lehre 59, 13 1 (1931). 

*) ‘Zur Nomenklatur der Gerstensippen vel. Euler, Hellstré6m u. 

Li ern, Diese Z. 234, 151 (1935). 
‘) Enzymologica (Nd.) 2,129 (1937); Nature 140, 503 (1937); 143, 603 (1939). 

_ “) Euler u. Giinther, Naturw. 27, 214 (1939); Euler, Giinther u. 
Vorsman, Z. Krebsforsch. 49, im Druck. 
*) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 138 B, Nr. 7 und 8 (1939). 
’) Diese Z. 244, 117, 140 (1936). 
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-_ ‘Amino-Donator vk | Sarkomextrakt | -Muskelextrakt 
l(+)-Glutaminsiiure. ...... 4. +4. rs 
d(—)-Glutaminsiiure. . .. . oo oe oo 








Die natiirliche 1(+)-Glutaminsiure wird ausschlie. 
lich oder viel rascher umaminiert als die d(—)-Glutamip. 
siure, und zwar macht sich die Verschiedenheit im Jensen. 
Sarkom weniger bemerkbar als im normalen Gewebe. Das gleiche 
gilt von der Dehydrierung der |- und d-Milchsiure’); auch durch 
Sarkom-Extrakt wird fast nur 1(+-)-Milchsiure dehydriert. 

In jungen griinen Blittern (Spinat, Salat u. a.) wurden durch 
orientierende Versuche erhebliche Dehydrierungswirkungen mit 
l(+-)-Glutaminsiiure (unter Umaminierung?) nachgewiesen?). Die 
Umaminierungs-Versuche wurden ausgedehnt auf griine und weibe 
Mutanten von Albina 7, deren Heterozygot in 1/, weiB und 3), 
griin spaltet. Nur mit der 1(+-)-Form der Glutaminsiiure trat 
energische Umaminierung ein (G. Giinther). 








 Amino-Donator | Grin =| = Weis 
1(+)-Glutaminsiiure .... . + + + 
d(—)-Glutaminsiure ++ e+ et + 





Auf den Verbrauch der Oxalessigsiure in den Mutanten 
kommen wir bald zuriick®). 

An chlorophylldefekten Mutanten haben Euler und Weichert! 
Malico-, Citrico- und Succino-Dehydrasen nachgewiesen®). Bei Ver- 
suchen mit Milchsiiure wurde in den chlorophyllfreien und den 
griinen Blattern der Réntgenmutanten von Gerstensippen die 
d(—)-Form dehydriert. 

Das Cytochromsystem, in griinen Pflanzen von Keilin’® 
entdeckt, ist in den Primordialblittern chlorophylldefekter Mutanten 
und in Panachierungen kaum nachweisbar. In chlorophyllfreien 
Blatteilen fanden wir friiher nur ganz kleine Mengen Himo- 


1) Vgl. hierzu Ahlgren, Acta med. Scand. (Schwd.) 57, 508 (1923): 
ferner Green u. Borsteaux, Biochemic. J. 30, 1489 (1936). 

*) Vgl. hierzu Euler, Adler, Giinther u. Das, Diese Z. 264, 61 
(1988); Adler, Das, Euler u. Heyman, C. r. Labor. Carlsberg 22, 15 
(1938); Adler, Ginther u. Everett, Diese Z. 255, 27 (1938). Von 
Z. Kertesz liegen unverdffentlichte Versuche iiber Glutaminsiuredehydraseu 
in Pflanzen vor. 

*) Vgl. hierzu P. W. Wilson, Erg. Enzymf. 8, 13 (1939). 

*) Diese Z. 233, 81 (1935). 

5) Harald Nilsson hat an chlorophylidefekten Mutanten die Atmung 
untersucht und kleiner gefunden als die Atmung in normalen griinen 
Blittern (Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10 A, Nr. 12 (1930)]. Dieses Ergebnis 
wurde nun bestitigt und zwar mit Bernsteinsiure als Substrat. 

6} Proc. roy. Soc., Lond. B. 98, 312 (1925). 
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chromogen?) Fiir das weitere Studium des Succinodehydrase—Cyto- 
chrom-Systems in griinen Pflanzenteilen und im Anschlu8 an 
unsere friiheren Versuche?’) iiber das System Succinodehydrase— 
(ytochrom—O, haben wir die Sauerstoftzehrung untersucht, welche 
in Lésungen Bernsteinsiure—Succinodehydrase durch Cytochrom- 
fraktionen vermittelt werden*). Wir geben unsere Resultate durch 
die Kurven der folgenden Figur an, aus welcher hervorgeht, daf 
der gréBte O,-Verbrauch erreicht wird, wenn sowohl 
Cytochrom a+b als Cytochromoxydase anwesend sind. 

Die verwendete Succinodehydrase war sehr arm an Diapho- 
rase I. Weitere demnachst mitzuteilende Versuche zeigten eine 
starke Erhéhung der Sauerstoffzehrung in diesem System 
durch Diaphorase, welche demnach in die Bernsteinsiiure-Oxydation 
eingeschaltet ist. 
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_ Zu jedem Versuch wurde auBerdem 0,3 ecm 5 °/,ige Kalilauge im 
Einsatz verwendet. — Totalvolumen im Absorptionsgefi8 2,3 cem. — 0,5 cem 
in 2-PO,-Puffer, py = 7,44. 


*) Euler, Burstrém u. Hellstrom, Hereditas (Schwd.) 18, 239 (1933). 

*) Euler, Schlenk, Giinther, Forsman u. Higberg, Sv. Vet. 
Akad. Arkiv f. Kemi 13, Ser. B, Nr. 6 (1939). 

*) Vgl. hierzu Hopkins, Lutwak-Mann u. Morgan, Nature 143, 
996 (1939). 














Die Anfangsphase der «-diastatischen Starkehydrolyse ') 
Von 
M. Samece 
Nach Versuchen von P. Dolar 


Mit 6 Figuren im Text 


(Aus dem Chemischen Institut der Kénig-Alexander-Universitit Ljubljana, Jugosla, 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. April 1939) 


Durch die Arbeiten der letzten Jahre ist die Wirkungsweise 
der Dextrinogen-Amylasen in folgenden 3 Punkten aufgeklirt 
worden: 

1. Die Starketeilchen werden in relativ groBe Bruchstiicke 
zertriimmert. 

2. Maltose tritt erst in einem spiteren Hydrolysenstadium aut. 

3. Die Spaltungsstiicke mutarotieren nach abwiirts. 

Die ersten durch diese Amylasen hervorgebrachten Veriinde- 
rungen, welche insbesondere durch einen starken Viscositiitsabfall 
gekennzeichnet sind, bediirfen einer weiteren Klirung. 

Im Zusammenhange mit der noch immer im Vordergrunde 
stehenden Frage, ob die in den Lésungen nativer Stiirken vor- 
handenen Teilchen Molekiile oder Molekularaggregate sind, stelt 
die Frage, ob der Anfang der «-diastatischen Hydrolyse zuniichst 
in einem Lésen der Molkohision besteht, oder ob wir es gleic) 
anfangs mit einer Spaltung glucosidischer Bindungen zu tun haben. 

Wir versuchten durch Messungen der Viscositiit hier weitere 
Kinblicke zu gewinnen; es war hierbei in erster Linie festzustellen, 
inwieweit der anfangliche Viscositiitssturz zwangsliufig von anderen 
Kigenschaftsiinderungen begleitet wird. 

Die Viscosimetrie der Hydrolyse mit a-Malzamylase begegnet 
der Schwierigkeit, daB es in einem gewissen Hydrolysenstadium 
zu einer partiellen Koagulation kommt. Diese kolloide Zustands- 
finderung findet — noch bevor sie dem freien Auge bemerkbar 
wird — in einem Anstieg der Viscositiit ihren Ausdruck; wenu 
die flockige Entmischung vollzogen ist, sinkt die Viscositiit — der 


') 8. Mitteilung iiber enzymatische Amylolyse in der von M. Samec 
und E. Waldschmidt-Leitz begonnenen Untersuchungsreihe. 
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klar zentrifugierten Lésung — weiter. Den Typus einer solchen 
Viscosititskurve zeigt die mit emem Erythroamylosensol erhaltene 


Fig. 1. 
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Viscositétsinderung von Erythroamylosen durch a-Malzamylase 


Endkonzentration des Sols 0,47°/,. Enzymkonzentration 3,4 mg je 
100 cem Reaktionsgemisch; Verhiltnis Substrat: Enzym = 100: 0,72, sonst 
wie in Tabelle. 


Man kann die Koagulation indes durch Verminderung der 
relativen Knzymmenge aufhalten, denn sie wird allem Anscheine 
nach von dem Verhiltnis Substrat: Enzym mit beeinfluft. 


Kin Beispiel fiir Amylosen (0,3°/,) gibt foleende Zusammenstellung: 
J lo g g 


Verhaltnis Substrat : Enzym Die Koagulation erfolgt 
100 : 5,5 innerhalb der 1. Stunde 
100 : 0,9 nach der 2. Stunde 
100 : 0,6 keine Koagulation 
100 : 0,2 keine Koagulation 


Linterstiirke, Erythroamylosen, sowie das Amylodextrin 
Meyer zeigen eine noch gréBere Koagulationstendenz. Bei letzterem 
muh man z. B. die relative Enzymmenge auf etwa 0,2 ¢ Enzym 
je 100 g Substrat driicken, um Stérungen durch Flockung aus- 
zuweichen., 

Bei einem groBen Teil unserer diesmaligen Messungen dienten 
wus die Amyloamylosen als Substrat. Diese sind selbst zeitlich 
unstabil und sehr elektrolytempfindlich. Wir haben durch _ be- 
sondere Versuche festgestellt, daB sich bei den hier eingehaltenen 
Versuchsbedingungen [20 Stunden alte Amylosen?) der End- 


_ ') Geziihlt nach dem beendeten Kochen der Lisung im Autoklaven. 
Die Zeit der Elektrodialyse ist inbegriffen. 
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konzentration 0,52°/,, 18,0 com n/10-Citratpuffer in 100 ccm 
Mischung, p, = 5,75) die Viscositit des Amylosensols innerhal) 
7 Stunden nicht Andert. 

Bei Beriicksichtigung solcher VorsichtsmaBregeln gelingt es, 
gute Viscosititskurven zu erhalten. Fig. 2 zeigt den Viscositiits. 
verlauf bei der Hydrolyse der Amyloamylosen, Erythroamylosen 
und Amylodextrin Meyer. Letzteres hat in einem Falle (0,69 ¢ 
Enzym je 100 g Substrat) eine umgekehrte Viscositiitskurve. Dz 
die EKigenviscositit dieser Stiirkesubstanz gering ist, scheint hier 
der Viscositits-erhéhende EinfluB der Ballung offensichtlich grifer 
zu sein als der Viscositiits-erniedrigende Eintlu8 der Hydrolyse: 
zu einer Koagulation, welcher ein starker Viscosititsabfall folct, 
kam es bei diesen Versuchen nicht. 
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Fig. 2 
Anderung der inneren Reibung 





Endkonzentration der Sole ungefiihr 0,5°/,. Die den Namen bei- 
gefiigten Zahlen bedeuten Gramm Enzym je 100 g Substrat. 


Viscositat und Reduktion 


Wahrend des anfinglichen Viscosititssturzes hebt sich das 
Reduktionsvermégen kaum merklich. Tab. I gibt ein Beispiel 
des Hydrolysenverlaufes der Amyloamylosen bei sehr kleiner Amy- 


losenmenge an. 
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Tabelle I 
Viscositit und Reduktionsvermégen der Amyloamylosen 
Ansatz: 400 ccm 0,62°/, 20 Stunden altes Amylosensol, 75 cem n/10-Citrat- 
puffer, py = 5,75, 25 ccm Enzymlésung, 5 mg Enzym enthaltend, Amylosen- 





















ngt i; konzentration 0,52°/,, Enzymkonzentration 1 mg/100 cem. Verhiiltnis Sub- 
S1Lits- strat : Enzym = 100:0,20. 7 = 40° 

1ylosen a $$$ —_— 
(0,69 ¢ Dauer - _ Minuten ae | Stunden ef 
e. Da Ider Hydrolyse 0 5 10 | 20 | 80 1 2 3 5 








a Relat. Reibung) | 1,886 1,320 / 1,275 1,200 1,167] 1,160. 1,142 | 1,130 | 1,117 1,112 
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Optische Drehung und Reduktiousvermégen 


Endkonzentration der Amylosen 0,55°/,; 3,4 mg Enzym und 15 cem 
';) n-Acetatpuffer je 100 ccm Reduktionsgemisch. Verhiltnis Substrat: Enzym 


» das 100 : 0,62. 

ispiel ') Mittelwerte von 10 Ablesungen. 59 

Amy- *) cy = Grundmolaritit im Sinne Staudingers = TT} = 0,031, 
= Urel ~ 1. 


*) Prozente der theoretisch zu erwartenden Maltosemenge. 
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konstant. Ein Beispiel dafiir bildet der in der Fig.3 wiedergegehey, 
Versuch, bei welchem die Hydrolyse in einem geheizten Polar. 
sationsrohr fortlaufend optisch verfolgt wurde (jede Minute 1 A). 
lesung); die abgelesenen Winkel schwanken um einige Hundertstel. 
grade um eine Mittellinie, welche sich fast als eine horizontal 
Gerade erweist. Parallel damit wurde das Gros der Reaktions. 
mischung zur Bestimmung des Reuktionsvermégens verwendet: 
dieses erreichte 22°/, TM. 

Die praktische Konstanz der Drehung bei anwachsendey, 
Reduktionsvermégen ist auf den ersten Blick paradox. Sie wird 
verstandlich, wenn man bedenkt, daB die Produkte der «-dia- 
statischen Hydrolyse in der hochdrehenden Form auftreten, wo. 
durch der durch die Molekiilspaltung verursachte Drehungsabfal! 
kompensiert wird. R. Kuhn hat wihrend der Pankreashydrolys: 
sogar einen voriibergehenden Drehungsanstieg festgestellt. 

Aus einem etwas enzymreicheren Versuch ergab sich Fig. 4. 
Hier ist der Drehungswinkel wenig, aber merklich gefallen, das 
Reduktionsvermégen hat aber auch schon betrichtliche Werte 
erreicht. Wuir rechneten das Reduktionsvermégen auf «@-Maltose 
(@, = 168°), Gleichgewichtsmaltose (¢, =136° und £-Maltose 
(z, =+118°) um und verzeichneten diese Werte in den Linien 
&pt, &py und epyy. Alle diese Linien liegen merklich tiefer 
als die gefundenen @,-Werte; wir haben es also mit Spaltungs- 
stiicken zu tun, welche wesentlich héher drehen als e-Maltose. 
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Optische Drehung und Reduktionsvermégen 


Endkonzentration der Amylosen 0,5°/,, Substrat: Enzym = 100: 0,1. 


Bei der angefiihrten Enzymkonzentration schwindet die Jod- 
farbe nach einer 31stiindigen Hydrolysendauer noch nicht gané, 
sie klingt nur von Blau iiber Violett nach Rosarot ab. In der 
ersten Stunde, innerhalb welcher der gréBte Viscosititsstul 





10 


An 








gebene 
Polar. 
> 1 Ab. 
ertstel. 
zontale 
tions. 
vendet: 
sendem 
e wird 
a= (dia- 
Nn, Wo- 
sabfall 
lrolyse 


Fig, 4. 
n, das 
Werte 
laltose 
laltose 
Linien 

tiefer 
tungs- 


‘altose, 


a J Ode 


oan, 


nD der 
ssturz 





: abgezogen, 


Die Anfangsphase der «-diastatischen Stirkehydrolyse 209 


erfolet, geht sie nur von Blaugriin in Blaurot iiber, nach 31 stiindiger 
Hydrolyse finden wir bei einem Reduktionsvermégen von 41°/, TMW. 
noch Erythrokérper vor. Die relative Menge der mit Jod sich 
' firbenden Anteile!) nimmt freilich wihrend der Hydrolyse dauernd 
fab, und zwar symbat mit dem Anstieg des Reduktionsvermégens 
; (Fig. 5). ” a —_ 
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Fig. 5 
Amyloamylosen. Gleichzeitige Anderung der Viscositiit, Drehung, Jodfarbe 
und des Reduktionsvermégens 


Ansatz: Amyloamylosen Endkonzentration 0,52°/,; 3,4 mg Enzym in 
100 cem Reaktionsgemisch; Verhiiltnis Substrat: Enzym = 100: 0,65, sonst 
wie in Tab. IL. 


Das Reduktionsvermégen im achroischen Punkt, welchem 
Hanes eine besondere Bedeutung beimibt, betriigt bei den Amylo- 
amylosen und der @-Malzdiastase rund 43°/, TMW. Ks riickt 
mit VergréBerung der relativen Enzymmenge gegen kleinere Reduk- 
tionswerte (Tab. I). 

Tabelle Ii 
Reduktionsvermégen im achroischen Punkt 
Ansatz: 100 eem Amylosensol, 18,75 cem n/10-Citratpuffer, py = 5,75, 6,25 cem 
Enzymlésung. Endkonzentration der Amylosen 0,52°/,. Z'= 40°. 
Reduktionsvermégen in 20 ccm bestimmt 





mg Enzym_ | Hydrolysendauer bis z. | Reduktionsvermégen *) 
in 100 cem_ | Achro-Punkt in Min. in °/, TMW. 

4,0 240 43,3 

4,8 165 43,9 

5,6 131 43,1 

6,4 112 43,0 

7,2 97 42,7 

8,0 82 42,1 








') Arbeitsmethode, vgl. M. Samec, Diese Z. 236, 103 (1935). 
‘) Das geringe Reduktionsvermégen des Substrats und Enzyms wurde 
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Da es also im groBen ganzen von der relativen Enzyn. 
menge abzuhingen scheint, ist es verstindlich, daB z. B. Hane; 
den achroischen Punkt bei einem Reduktionsvermégen von 29 
bis 32°/, TMW. oder TMB. findet. 

Der achroische Punkt der Erythroamylosen liegt bei ety, 
34,2, der des Amylodextrins Meyer bei 22°/, TMW.  Beriick. 
sichtigt man die Kigenreduktion dieser beiden Stirkesubstanzey, 
so findet man das Schwinden der Jodfarbe 


bei den Erythroamylosen nach der Reduktionszunahme 
von rund 12°/, TM\\ 

bei dem Amylodextrin Meyer nach der Reduktionszunahme 
von rund 3°/, TM\W, 


Kine einfache Verbundenheit zwischen dem Reduktionsyer- 
mégen (welches ja mit der Kettenliinge zusammenhingt) und dev 
Farbvermégen mit Jod besteht jedenfalls nicht. 

Kinen Uberblick iiber die gleichzeitig erfolgenden Kigeu- 
schaftsiinderungen der beiden anderen hier antersuchten Sub- 
stanzen gibt Fig. 6 
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Erythroamylosen 0,47 °/, Amylodextrin Meyer 0,49°%, 


3,4 mg Enzym, 15 cem ’/,, n-Citratpuffer in 100 ccm Reaktionsgemisc!. 
Py = 5,75, T = 40% Substrat: Enzym = 100: 0,7. 


Diskussion 
Alle drei hier untersuchten Starkesole sind nach unseret 
Erfahrungen strukturlos; ihr Strémungswiderstand ist eine echite 
Viscositit im Sinne Poiseuille. Da sie — ausgenommen das Amylo- 
dextrin Meyer — auch phosphorfrei sind, kénnen wir in der Visco- 
sitiitsabnahme nur den Ausdruck der Teilchenzerkleinerung sehev. 
Die mittlere TeilchengréBe der Amylosen betrigt nach iiber 
einstimmenden osmotischen Messungen und Messungen mit der 
Ultrazentrifuge um 100000—130000; aus der Viscositat zur Zeit 
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Null folgt nach der Staudingerschen Viscositiitsformel bei An- 
‘nahme der Molekulargewichts - Viscositatskonstante IX, = 1.10~4 
‘fir sie die MolekulargréBe M = 124000. 

Da nach anderweitigen Beobachtungen die Starke bei der 
q-diastatischen Hydrolyse stufenweise abgebaut wird und somit 
'anfangs vorwiegend groBe Bruchstiicke vorliegen, kann der Vis- 
 cositiitsverlauf bei diesen guten Ubereinstimmungen der Anfangs- 
werte des Teilchengewichtes gewisse Anhaltspankte iiber die er- 
'folgende Teilchenzerkleinerung geben. 

Jn der Tab. I haben wir die aus der Viscositit berechneten 
' Molekulargewichtswerte der Amylosen angefiihrt. Sie liegen siimt- 
lich noch sehr hoch. Eine analoge Berechnung fiir die Erythro- 
amylosen findet sich in der Tab. IIL. 


Tabelle III 
Grundmolaritit 0,029 














Minuten Stunden 
Dauer der Hydrolyse eas a iagiter vee = = ee ee sa ? 
2 10 30 45 1 | 2 
Relative Reibung. . . | 1,087 | 1,053 1,04 | 1,058 | 1,036 — 1,035 
Ms | 
30 | 1,8 1,4 1,3 1,2 1,2 
M ... . . « | 80000 | 18000 | 14000 13000 | 12000 | 12000 


Der Reduktionsanstieg der Amylosen betrigt bei dem fir 
die Molekulargewichtsberechnung ausgewerteten Versuch innerhalb 
der ersten 3 Stunden 0,8 mg Maltose je 10 com Reaktionsgemisch. 
Wenn auch dieser Wert sehr klein ist, wire die aus ihm berech- 
nete Kettenlinge (M = 21375) noch immer kleiner als das vis- 
cosimetrisch geschitzte Molekulargewicht. 

Die Frage, ob die erste Phase der a@-diastatischen Hydrolyse 
durch eine Desaggregation oder durch eine Hydrolyse gegeben 
ist, lift sich durch diese Versuche nicht beantworten. 

Das Auftreten eines beschrinkten Reduktionsvermiégens spricht 
uicht unbedingt fiir eine Spaltung glucosidischer Bindungen, da 
einzelne Forscher der Ansicht sind, daB das Stirkemolekil mit 
einer freien aldehydischen Gruppe abgeschlossen ist, welche durch 
Aggregation im Innern der Molate abgedeckt ist und bei einer 

Desaggregation frei wird. 
Wir versuchten durch Viscosititsmessungen bei verschiedenen 
Temperaturen in die Verhiltnisse naher einzudringen, da nach 
Staudinger bekanntlich bei Vorhandensein von Molekiilagere- 
 gaten bei héherer Temperatur wegen der einsetzenden Desaggre- 
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gation die spezifische Viscositiit niedriger ist als bei niedriger 
Wie wir in einer nachfolgenden Arbeit niher beschreiben werdey, 
wurde ein 0,5°/,iges Amylosensol mit einer «-Malzamylase ohn 
Puffer hydrolysiert. Die Anwendung eines solchen war entbehriich, 
da die Kigen,,aciditiit* der Amylosen fast genau dem optimale 
P, der @-Malzamylase entspricht. Aus dem Reaktionsgemis¢} 
wurden innerhalb der ersten 20 Minuten in Intervallen von 2 bj 
3 Minuten Proben entnommen, durch rasches Aufkochen (ie 
Enzymwirkung sistiert und die Viscositit bei 25—40° und 5)! 
ermittelt. Trotz des bekannten Viscositiitssturzes erwies sich (ie 
spezifische Reibung aller Hydrolysiergemische ahnlich temperatur. 
empfindlich wie beim Ausgangssol. Das Reduktionsvermégen ud 
die Jodfarbe sind wihrend dieser Hydrolyse unverandert geblieber, 
Man kann aus diesen Versuchen folgern, daB die starke, an. 
faingliche Viscositiitsabnahme bei der e«-diastatischen Hydrolyse 
nicht etwa einen Ubergang von Molekularaggregaten in Molekil 
bedeutet, daB vielmehr auch bei einem niedrig viscosen Hydrolysier- 
gemisch analoge Teilchen vorliegen wie im Ausgangssol. 


Zusammenfassung 


1. Es wurden die Anderungen, welche Amyloamylosen, Erythro- 
amylosen und Amylodextrin Meyer in der Anfangsphase der 
Hydrolyse mit «-Malzamylase erfahren, unter Benutzung der Vis- 
cositat, Drehung, Jodfarbe und des Reduktionsvermégens verfolst. 

2. Durch Wahl einer genug kleinen relativen Menge von 
Enzym konnte die enzymatische Koagulation aufgehalten werden. 

3. Man kann die durch einen sehr starken Viscositiitsabfall 
gekennzeichnete Anfangsphase der e-diastatischen Hydrolyse 80 
leiten, daB sich das Reduktionsvermigen und die Jodfarbe prak- 
tisch gar nicht uindern. 

4, Es sind demnach diese Kigenschaftsinderungen Ausdruck 
verschiedener Teilvorgiinge. 

5. Die nach erfolgtem Viscositiitssturz anwesenden Teilchen, 
welche die gleiche Jodfarbe haben und ebensowenig reduzieret 
wie das Ausgangssol, erwiesen sich viscosimetrisch analog de 
anfangs vorhandenen Teilchen. 

6. Das achroische Reduktionsvermiégen betriigt bei der Amylo- 
amylose 43°/, TMW., Erythroamylose 34°/, und Amylodextrin 
20°/, TMW. 

7. Die enzymatische Koagulation ist bei einzelnen Substrate 
durch einen voriibergehenden Reibungsanstieg gekennzeichnet. 
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